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Povzetek 
S sintezno biologijo in implementacijo logičnih vezij v žive organizme se je začelo tako 
imenovano biološko računalništvo. Sprva v bakterijah, kjer so že leta 2000 v E. coli 
pripravili prva kompleksna sintetična logična vezja na osnovi regulacije prepisovanja 
genov. Do danes so pripravili že več različnih celičnih vezij tako v bakterijah, kvasovkah 
kot tudi v sesalskih celicah. Večinoma vsa vezja temeljijo na uravnavanju prepisovanja 
genov, kar je sicer lažje načrtovati, vendar je odzivni čas takšnih celičnih vezij relativno 
počasen in ni primeren za aplikacije, ki zahtevajo odziv na spremembe v okolju v nekaj 
minutah. Zato ni presenetljivo, da je velik izziv sintezne biologije predstavljalo prav 
povečanje hitrosti procesiranja informacij v celicah.  
 
Signalno pot smo zasnovali na proteinskih interakcijah z obvitimi vijačnicami ter 
modifikacijah proteinov s proteolizo in se s tem izognili dolgotrajnejšim procesom 
prepisovanja in prevajanja genov. Pripravili smo nabor ortogonalnih razcepljenih proteaz, 
katerih aktivnost smo nadzorovali z zunanjimi signali, ter nabor obvitih vijačnic z 
avtoinhibitorno domeno. Z uvedbo cepitvenih mest za proteaze v zanki med 
antiparalelnima dimeroma ter v povezovalnem segmentu med segmentom obvite vijačnice 
ter funkcionalno domeno je dimerizacija obvitih vijačnic postala odvisna od proteolize, kar 
nam je omogočilo izvedbo vseh dvovhodnih Boolovih logičnih operacij v sesalskih 
celicah. V sesalskih celicah smo pokazali, da se celice s takšno signalno potjo lahko na 
zunanje signale odzovejo že po 15 minutah, kar je bistveno hitreje od tega kar zmorejo 
dosedanji sistemi. S primerjavo uravnavanja prepisovanja genov in aktivacije s proteolizo 
smo pokazali, da signalna pot na osnovi uravnavanja prepisovanja genov za primerljiv 
odziv potrebuje vsaj 2 uri. Poleg hitrosti je pomembna lastnost tega sistema tudi možnost 
združevanja reakcij v vzporedne in verižne reakcije ter kaskade. Z izvedbo proteaznega 
inverterja ter tristopenjske proteazne kaskade smo pokazali tudi modularnost in 
razširljivost signalne poti. Z uvedbo dodatnih proteaz, kot je proteaza HIV-1, ter s 
prenosom signalne poti v druge celične linije smo pokazali, da je zasnovana signalna pot 
robustna in neodvisna od endogenih celičnih procesov.  
 
   
Fink T. Logična vezja na osnovi razcepljenih ortogonalnih proteaz.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani 2019. 
 
VIII 
 
Abstract 
Synthetic biology introduced the implementation of logic circuits into living organisms, 
thus triggering the onset of biological computing. Complex logic circuits, based on 
transcriptional regulation, were first assembled in E. coli already in 2000. Since then, 
various cellular circuits were established in bacteria, yeast as well as in mammalian cell 
lines. Due to ease of design, most of the approached employ transcriptional regulation as 
the underlying mechanism. Due to relatively slow response time, these circuits are not 
particularly suitable for applications, which demand response of the system in minutes. It 
is not surprising that the information processing time in the cells has become one of the big 
challenges of synthetic biology. 
 
Therefore, we have rather based a signalling pathway on protein interactions with coiled-
coils and proteolytic cleavage, thus avoiding the lengthy processes of transcription and 
translation in response to a signal. We have designed a set of orthogonal split proteases, 
combined with a set of coiled-coils with autoinhibitory domains. By introducing protease 
cleavage sites into loops between the antiparallel coiled-coil dimers, and into the linker 
connecting the coiled-coil segment with the catalytic domain, we have made the 
dimerization of the coiled-coils dependent of proteolysis. This allowed design of all 
Boolean logic circuits in mammalian cells, which respond to external signals. In 
mammalian cells we have achieved response times of 15 minutes, which is significantly 
faster compared to existing approaches. Compared to our proteolytic design, we have 
shown that the signalling pathways relying on transcriptional regulation only reach 
comparable response in 2 hours. In addition to a fast response, our system allows cascading 
of the individual logical operations in to complex parallel or serial systems. By 
introduction of a protease inverter and a three-step proteolytic cascade we have 
demonstrated modularity and scalability of the system. In addition, using additional 
proteases, such as HIV-1 protease, and transfer of the system into distinct cell lines we 
have shown that the system is robust and independent of the intrinsic cellular processes.  
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1 Uvod 
Sintezna biologija se je kot interdisciplinarna veda, ki znanosti o življenju prepleta z 
inženirskimi principi, razvila v 90 letih z revolucijo genomike in sistemske biologije. 
Predvsem v zadnjem desetletju spremljamo dramatično rast in njeno nepogrešljivo vlogo v 
številnih industrijskih, diagnostičnih in terapevtskih aplikacijah. Primarna ideja sintezne 
biologije je zelo preprosta - definirati osnovne procese in gradnike, ki delujejo na 
predvidljiv način in se lahko sestavljajo v bolj kompleksne sisteme, le-ti pa lahko izvajajo 
popolnoma nove naloge in hkrati delujejo predvidljivo. Z razvojem orodij za urejanje 
DNA, uravnavanje prepisovanja in prevajanja genov ter spreminjanjem proteinov so 
primarno v prokariontskih, kasneje tudi v evkariontskih celicah, razvili regulatorne module 
in naprave, kot so oscilatorji
1,2
, enostavna in kompleksna logična vezja
3–5
, časomer
6
, 
števec
7
 ter preklopna stikala
8,9
.  
 
1.1 Uravnavanje bioloških sistemov 
Zaznavanje in prenos signala je pomemben biološki proces, ki celicam zagotavlja 
informacije in omogoča odziv na razmere v okolju. Ta proces je za vse celice, tako 
bakterijske kot sesalske, življenjskega pomena in ima na področju biotehnologije in 
terapije veliko vlogo, saj lahko z inženirskim pristopom celice spremenimo, tako da se 
načrtovano odzivajo na fiziološko relevantne ali umetne signale. Celice se odzivajo na 
spremembe v okolju s signalnimi potmi, ki vključujejo vsaj tri komponente
10
:   
(i) senzorje oziroma receptorje, ki so lahko membranski ali citosolni in zaznajo 
zunanji signal,  
(ii) posrednike signalne poti, ki signal prenesejo in ojačajo,  
(iii) fiziološki odgovor celičnega vezja, ki se spreminja glede na sprejete 
informacije (spremembe v izražanju genov, celična migracija, aktivacija 
izbranih procesov, celična smrt in podobno).  
Signalizacijski sistemi so zelo modularni, kar se kaže že na molekularni ravni, saj se 
znotraj posameznih proteinov, vpletenih v signalizacijo, srečujemo s podobno 
organiziranostjo. Ta hierarhična modularna arhitektura omogoča odgovor na nove 
fiziološke signale brez potrebe po novih signalnih sistemih. Že z novimi povezavami med 
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obstoječimi podenotami se celica odzove na nov signal
10
. Tako so se celice skozi evolucijo 
prilagodile, da lahko vsaka celica zazna stotine različnih signalov in vsebuje številne 
signalne poti, ki omogočajo odgovor na te signale.  
 
Kljub temu, da pogosto ne razumemo popolnoma na kakšen način signalne poti celicam 
omogočajo, da zaznavajo svoje okolje in se na spremembe v njem ustrezno odzovejo, pa 
lahko celice spremenimo, tako da se nadzorovano odzovejo na signale iz okolja. Po vzoru 
evolucije lahko signalne module preuredimo in ponovno združimo v sintetične signalne 
poti, ki celicam omogočajo zaznavo novega signala. Vnos novih načinov kontrole celic 
predstavlja pomembno vejo sintezne biologije. Sintetična celična vezja morajo biti 
natančno regulirana in ne smejo interferirati z obstoječimi signalnimi potmi oziroma te 
interakcije ne smejo biti nepredvidljive. Le to omogoča nadzorovano izvajanje bioloških 
operacij na predvidljiv način.  
 
1.1.1 Vhodni signali 
Izbira ustreznega vhodnega signala in senzorskega modula, ki ta signal zazna in pretvori, je 
navadno prvi korak pri načrtovanju bioloških vezij. Vhodni signali so lahko fizikalni, kot 
je prisotnost svetlobe določene valovne dolžine
11–14
, sprememba temperature
15
, osmotski 
stres
16
 ter ultrazvočno valovanje
17
. Lahko so kemijski signali, v tem primeru gre večinoma 
za prisotnost ali odsotnost majhnih molekul, kot so imunosupresor rapamicin in njegovi 
analogi
18
 ter razni rastlinski hormoni
19,20
. Zelo pomemben segment vhodnih signalov pa 
predstavljajo biološki signali, ki odražajo določeno fiziološko stanje v celici. Tukaj 
govorimo o prisotnosti raznih proteinov
21
, metabolitov
22
 ali živčnih prenašalcev
23
.  
 
V večini primerov želimo biološka vezja zasnovati tako, da niso odzivna ves čas, ampak se 
pogojno odzovejo na različne vhodne signale. V sintezni biologiji pogosto uporabljamo 
sisteme, ki temeljijo na majhnih kemičnih induktorjih. Ti lahko delujejo neposredno na 
dejavnike prepisovanja genov z alosteričnimi vplivi na njihovo afiniteto vezave. Zelo znan 
je od doksiciklina odvisen tet sistem, ki sicer izvira iz bakterij, vendar so ga uspešno 
prilagodili tudi za delovanje v sesalskih celicah
10
. Druga strategija nadzora je povezava 
bioloških vezij z receptorji in endogenimi signalizacijskimi potmi. Tip receptorja, ki 
najbolj ustreza tej strategiji, je receptor sklopljen s proteinom G (ang. »G-protein coupled 
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receptor«). Največja prednost te družine receptorjev je število različnih receptorjev ter 
obseg dražljajev, na katere se lahko odzovejo
24
. Dodatna možnost nadzora bioloških 
sistemov je z inducirano dimerizacijo proteinskih domen, kar je lahko odvisno od 
prisotnosti majhnih molekul ali od svetlobe določene valovne dolžine
25,26
 (Tabela 1).  
 
Tabela 1: Inducibilne hetero- in homo-dimerizacijske domene (povzeto po 
27
) 
Dimerizacijski par Ligand Reference 
Od majhnih molekul odvisna dimerizacija 
FKBP FKBP FK1012 
28
 
FKBP CNA FK506 
29
 
FKBP FRB rapamicin 
30
 
GAI GID giberelin 
31
 
GyrB GyrB kumermicin 
32
 
ABI PYL1 abscizinska kislina 
19
 
Od svetlobe odvisna dimerizacija 
UVR8 COP1 Svetloba UVB 
13,33
 
PhyB PIF6 Rdeča svetloba 
12,33
 
LOVpep ePDZb modra svetloba 
14
 
CRY CIBN modra svetloba 
25
 
 
1.1.1.1 Svetlobno inducibilna dimerizacija 
Biološka vezja na osnovi svetlobno občutljivih receptorjev omogočajo tako časovni kot 
prostorski nadzor stimulacije sistema. Poznanih je več dimerizacijskih sistemov, ki jih 
lahko nadzorujemo s svetlobo različnih valovnih dolžin (Tabela 1). UVRB svetloba (~300 
nm) inducira dimerizacijo proteinskih domen UVR8 in COP1, z rdečo svetlobo (~650 nm) 
nadzorujemo dimerizacjio proteinov PhyB in PIF6 ter z modro svetlobo (~450 nm) 
dimerizacijo proteinskih domen LOVpep/PDZ in CRY/CIBN. Od omenjenih sistemov je 
najbolj široko uporaben sistem inducibilen z modro svetlobo, saj indukcija z rdečo 
svetlobo zahteva prisotnost dodatnega kromofora, medtem ko UVRB svetloba povzroča 
poškodbe DNA in nastanek derivatov triptofana in tirozina
33
. 
 
1.1.1.2 Kemijsko inducibilna dimerizacija 
Kemijsko inducibilna dimerizacija predstavlja nadzorovano dimerizacijo proteinov, ki jo 
sproži neka majhna molekula. Proteinske domene z afiniteto do liganda v njegovi 
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prisotnosti dimerizirajo. V primeru simetričnih ligandov dimerizirata dva enaka proteina, 
torej pride do homodimerizacije, medtem ko asimetrični ligandi omogočajo 
heterodimerizacijo
18
. Kemijsko inducirana dimerizacija v sintezni biologiji predstavlja 
pomembno orodje za nadzor nad proteinskimi interakcijami in se uporablja za številne 
namene: (i) za spremembe lokalizacije proteinov; (ii) za sestavljanje proteinov v večje 
komplekse; (iii) za rekonstitucijo razcepljenih proteinov; (iv) za uravnavanje prepisovanja 
genov ter signalnih poti v celicah
18,34–36
. 
 
Najpogosteje se kot dimerizacijski ligandi uporabljajo derivati molekul rapamicina ter FK-
506. Tako rapamicin kot FK-506 se vežeta na 12 kDa velik protein FKBP, kompleks 
FKBP/rapamicin se veže na domeno proteina mTOR imenovano FRB (ang. »FKBP 
rapamycin binding protein«)
37–39
, kompleks FKBP/FK-506 pa se veže na kalcinevrin
40
. 
Poleg heterodimerizacije pa molekula FK-1012, sintetični dimer FK-506, omogoča 
homodimerizacijo proteina FKBP
40
 (Slika 1). Zaradi vezave na kalcinevrin ter mTOR 
delujeta FK-506 in rapamicin imunosupresijsko, kar s pridom izkoriščamo v medicini. V 
izogib imunosupresijskem delovanju, kadar nastanek proteinskih kompleksov s FK-506 in 
rapamicinom izkoriščamo za namene inducirane dimerizacije poljubnih proteinov, so 
razvili razne analoge rapamicina, imenovane rapalogi
41,42
. S komplementarnimi 
spremembami v domeni FRB so dosegli zmanjšano afiniteto rapalogov do divjega tipa 
domene proteina mTOR, kar omogoča uporabo rapalogov za indukcijo dimerizacije brez 
imunosupresivnega delovanja. Mutacija F36M v domeni FKBP omogoča spontano 
dimerizacijo v odsotnosti liganda. To povzroči reverzno dimerizacijo, saj prisotnost FK-
506, rapamicina oziroma njunih analogov rezultira v razpadu dimerov
43
. Vse naštete 
spremembe so omogočile široko uporabo inducibilne dimerizacije z rapalogi, tako so 
razvili z rapamicinom inducibilno translokacijo
35
, aktivacijo inteinov
44
, razcepljenih 
proteaz
45
 ter kinaz
46
. 
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Rastlinska hormona, giberelin ter abscizinska kislina (ABA), prav tako omogočata 
kemijsko inducirano heterodimerizacijo, brez bojazni toksičnosti za sesalsko celico ali 
pojava nepredvidenih navzkrižnih reakcij z endogenimi procesi. ABA je rastlinski stresni 
hormon, ki inhibira celično fosfatazo 2C (PP2C), torej je mehanizem delovanja ABA zelo 
podoben mehanizmu delovanja FK-506. ABA se veže na receptor PYL1, le-ta se zaradi 
vezave konformacijsko spremeni in posledično se mu poveča vezavna površina za vezavo 
fosfataze ABI1
47
. Na osnovi znane kristalne strukture PYL1-ABA-ABI1 so Liang in 
sodelavci določili dela domen PYL1 (33-209 ak) in ABI1 (126-423 ak), ki sta odgovorna 
za dimerizacijo, in tako določili minimalni proteinski domeni, ki sodelujeta v tem 
procesu
19
. Z optimizacijo domen GID1 in GAI so Miyamoto in sod.
20
 razvili sistem za 
heterodimerizacijo z rastlinskim hormonom giberelinom in tako razširili paleto 
razpoložljivih inducibilnih dimerizacijskih sistemov. Giberelin se veže na znotraj celični 
receptor GID1 (ang. ''gibberellin insensitive dwarf1 receptor''), kar povzroči 
konformacijsko spremembo. Tako se receptorju GID1 se poveča afiniteta do proteina GAI.  
 
Slika 1: Mehanizem dimerizacije z rapamicinom, FK506 in FK1012. A) Homodimerizacija 
proteinskih domen FKBP ob prisotnosti FK1012. B) Heterodimerizacija domen DKBP in FRB ob 
prisotnosti rapamicina. C) Reverzna dimerizacija ob odsotnosti molekule FK506. Povzeto po 
43
. 
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Poleg optimizacije proteinskih domen je bilo potrebno zaradi lastnosti molekule tudi 
giberelin  kemijsko modificirati. Pri fiziološkem pH je namreč karboksilna skupina 
giberelina negativno nabita, kar onemogoča njegovo internalizacijo skozi celično 
membrano. Slednje so rešili z esterifikacijo molekule giberelina. Metilni ester giberelina 
(GA3AM) lahko prehaja skozi celično membrano, v citosolu pa endogene esteraze cepijo 
metilno skupino
20
. Dimerizacijski sistemi, inducibilni z rapamicinom, ABA in 
giberelinom, so se izkazali kot popolnoma ortogonalni in so iz tega vidika primerni za 
hkratno nadzorovanje več signalnih poti
19,20,48
.  
 
1.1.2 Uravnavanje bioloških sistemov  
Medtem ko vhodni signali predstavljajo začetno stopnjo nadzora, celična vezja 
opredeljujejo interakcije med molekulami, ki pretvorijo in prenesejo signal. Z drugimi 
besedami, medsebojno delovanje transkripcije, translacije in proteinov določa odziv in 
funkcijo biološkega sistema, vhodne signale pa lahko uporabimo za nadzor na katerikoli od 
teh ravni. Celična vezja lahko reguliramo oziroma nadzorujemo na nivoju DNA, torej 
vplivamo na prepisovanje genov preko dejavnikov prepisovanja genov oziroma z orodji za 
urejanje genoma (Slika 2A). Prav tako lahko celična vezja uravnavamo na nivoju RNA in s 
tem vplivamo na prevajanje genov (Slika 2B) ali pa na post-translacijskem nivoju 
vplivamo na specifičnost, aktivnost, oligomerizacijo ali lokalizacijo proteinov (Slika 2C).  
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49
 
1.1.2.1 Uravnavanje prepisovanja genov 
Prvi korak prenosa informacije od DNA do proteina je prepisovanje genov. Uravnavanje 
prepisovanja genov predstavlja relativno enostaven in največkrat uporabljen način 
načrtovanja celičnih vezij (Slika 3). Razvoj in množično uporabo so omogočili predvsem 
številni transkripcijski faktorji. Vidnejši razmah v načrtovanju celičnih vezij je bil 
posledica odkritja po meri narejenih vezavnih domen DNA kot so cinkovi prsti
50
, proteini 
TALE
51
 ter sistem CRISPR/Cas9
52,53
. Prve po meri narejene vezavne domene DNA 
izhajajo iz cinkovih prstov. Leta 2009 so Boch in sod. pokazali, da je možno pripraviti 
načrtovane efektorje TAL, ki se lahko vežejo na poljubno zaporedje DNA
54
. Pomemben 
preboj na področju genskega inženirstva in uravnavanja transkripcije pa je zaradi svoje 
enostavnosti in uporabnosti omogočil sistem CRISPR/Cas9. Prednost po meri narejenih 
vezavnih domen DNA je, da jih lahko načrtujemo, tako da prepoznajo skoraj katerokoli 
zaporedje DNA, kar pomeni, da nam omogočajo ciljanje poljubnega endogenega 
zaporedja. 
 
 
Slika 2: Uravnavanje celičnih vezij na nivoju DNA, RNA ali proteinov. A) Na izražanje genov vplivamo 
direktno z rekombinacijami ali z orodji za urejanje genoma oziroma lahko uravnavamo izražanje genov z 
načrtovanimi dejavniki izražanja genov. B) Na translacijo lahko vplivamo z RNA interferenco, RNA 
vezavnimi proteini, aptameri in ribocimi. C) Na post-translacijskem nivoju vplivamo na specifičnost, 
aktivnost, oligomerizacijo ali lokalizacijo proteinov (povzeto po 
49
). 
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S kombinacijo načrtovanih DNA vezavnih domen ter efektorskih domen lahko pripravimo 
umetne transkripcijske faktorje, katerih aktivacijo ali represijo lahko posredujemo direktno 
ali indirektno. Medtem ko vezavna domena DNA omogoča vezavo na DNA, efektorska 
domena določa funkcijo, torej zmožnost inhibicije ali aktivacije prepisovanja genov. Za 
pripravo represorjev se največkrat uporablja domena KRAB
55
, ki vpliva na preurejanje 
kromatina in velja za enega najmočnejših represorjev transkripcije v humanem genomu
56
. 
V primeru aktivacije pogosto uporabljajo aktivacijsko domeno VP16
57
, njeno različico 
VP64, sestavljeno iz štirih ponovitev domene VP16
58
, ter izboljšano tripartitno domeno 
VPR
59
. Še močnejšo aktivacijo transkripcije so dosegli z oligomerizacijo aktivacijskih 
domen, saj so na ta način s pomočjo proteinskega ogrodja na DNA vezavno domeno 
pripeljali več aktivacijskih domen
60
.  
 
1.1.2.2 Regulacija translacije 
Proces translacije, prevajanja informacije iz mRNA v protein, je naslednji korak pri 
prenosu informacije iz DNA do proteina. Z inženirskega vidika molekula RNA združuje 
nekaj optimalnih lastnosti tako proteinov kot DNA. Fleksibilno strukturo in funkcijo 
molekule RNA lahko ponazorimo z dejstvi, da je to edina molekula, ki deluje kot 
strukturno ogrodje in kot nosilec informacij, dodatno pa ima lahko katalitično funkcijo
61
. 
RNA je v obliki eno- ali dvoverižne molekule, kar ji omogoča, da v primerjavi z DNA 
zavzame številne dodatne strukture in funkcije. Regulacija translacije združuje enostavnost 
načrtovanja, ki temelji na dobro poznanih interakcijah med komplementarnimi bazami, ter 
 
Slika 3: Mehanizmi uravnavanja izražanja genov. Na izražanje genov lahko vplivamo z ektopičnimi 
dejavniki prepisovanja genov, z načrtovanimi dejavniki prepisovanja genov ali s preoblikovanjem endogenih 
signalnih poti (povzeto po 
49
).  
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novih načinov nadzora in natančnega uravnavanja celičnih vezij zaradi sposobnosti 
molekul RNA, da oblikujejo katalitično aktivne terciarne strukture
62
 (Slika 4). Za 
regulacijo izražanja genov na nivoju translacije so vpeljali številne sisteme, ki temeljijo na 
RNA vezavnih proteinih
63,64
, aptamerah
65
, ribocimih
66,67
 ali na interferenčni RNA
68,69
, s 
pomočjo katerih lahko načrtujemo vse od enostavnih logičnih vezij, senzorjev do 
preklopnih stikal
70
. 
 
 
1.1.2.3 Post-translacijski nivo uravnavanja bioloških vezij 
Večina sintetičnih genskih vezij temelji na uravnavanju izražanja genov, kar je sicer lažje 
načrtovati, vendar imajo celična vezja na post-translacijskem nivoju, kljub kompleksnosti 
načrtovanja, vsaj eno poglavitno prednost. To je hitrost odziva. Celična vezja, ki temeljijo 
na uravnavanju transkripcije in translacije imajo to slabost, da zamujajo pri prenosu 
informacije od vhodnega signala do odgovora, saj odgovor zahteva sintezo novih 
proteinov. Celična vezja, regulirana na post-translacijskem nivoju, pa se lahko na zunanje 
signale odzovejo v časovnem okviru nekaj sekund do nekaj minut. Hiter odgovor na 
spremembe je za veliko terapevtskih aplikacij ključnega pomena, zlasti kadar govorimo o 
sproščanju nevrotransmiterjev ali hormonov, kot je inzulin.  
 
 
Slika 4: Načini regulacije translacije. Translacijo lahko uravnavamo z alternativnim izrezovanjem 
intronov in eksonov, z oviranjem ribosoma preko cepitve z ribocimi, z aptamerami ali z vezavnimi proteini 
RNA. Z ribocimi, interferenco RNA ali vezavnimi proteini RNA lahko vplivamo na degradacijo mRNA. 
(povzeto po 
49
).  
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Signalne poti, ki omogočajo hiter odziv na spremembe v okolju, temeljijo na proteinskih 
interakcijah in post-translacijskih modifikacijah proteinov (Slika 5). Fosforilacija in 
defosforilacija sta najpogostejša post-translacijska načina modifikacije proteinov. Slednje 
potrjuje tudi spoznanje, da več kot 500 humanih kinaz in njihovih izoform nadzoruje 
široko paleto signalnih poti vse od celične delitve do celične smrti
71
. Načrtovanje 
sintetičnih bioloških vezij na osnovi proteinov je bolj kompleksno od načrtovanja celičnih 
vezij na osnovi DNA ali RNA zaradi številnih, sicer šibkih interakcij, ki pa bistveno 
prispevajo k stabilnosti proteinskega kompleksa. Priprava kinaz, katerih aktivnost bi lahko 
časovno nadzorovali, je predpogoj za načrtovanje bioloških vezij na osnovi fosforilacije. 
Camacho-Soto in sod. so ta izziv rešili s pripravo kinaz v obliki katalitično neaktivnih 
razcepljenih fragmentov, spojenih s kemijsko inducibilnima dimerizacijskima domenama 
FKBP/FRB, ki po dimerizaciji ponovno pridobijo aktivnost. Na ta način so pripravili 4 
tirozin kinaze, katerih aktivnost lahko nadzorujemo z zunanjim signalom. Žal to ni 
zadostovalo za načrtovanje celotne signalne poti, saj niso bile ortogonalne obstoječim 
celičnim procesom
46,72
. Pravzaprav je bilo zelo malo poskusov oblikovanja popolnoma 
sintetične fosforilacijske kaskade, saj dejstvo, da obstaja nabor več kot 500 humanih kinaz, 
zelo otežuje pripravo kinaz, ki bi bile popolnoma ortogonalne endogenim signalnim potem.  
 
V primerjavi s fosforilacijsko/defosforilacijsko kaskado je proteoliza kot post-translacijska 
modifikacija prav tako hitra, a ireverzibilna. Številne signalne poti uporabljajo proteolizo 
bodisi v procesih proteasomske razgradnje proteinov (na primer IkB v signalni poti 
vnetja)
73,74
 bodisi za cepitev na točno določenih mestih, kot je to v primeru Notch 
 
Slika 5: Načini regulacije aktivnosti proteinov. Z inducibilno dimerizacijo lahko nadzorujemo 
rekonstitucijo razcepljenih proteinov, uravnavamo stabilnost proteinov ali pa s proteolizo, 
fosforilacijo/defosforilacijo vplivamo na aktivnost oziroma specifičnost proteinov (povzeto po 
49
).  
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signaliziranja oziroma koagulacijske kaskade
75
. Genomske analize so pokazale, da 
številčnost proteaz v humanem degradomu ni nič kaj manjša od števila kinaz v signalnih 
poteh. Med njimi je veliko takšnih, ki imajo širok spekter cepitvenih mest, kot je npr. 
proteaza tripsin
76
, in niso primerne za pripravo sintetičnih signalnih poti. Po drugi strani pa 
obstajajo virusne proteaze, ki morajo v gostiteljski celici cepiti virusne poliproteine, ne da 
bi pri tem interferirale z gostiteljsko celico. To pomeni, da morajo biti izjemno specifične 
do prepoznavnega mesta, kar poenostavi njihovo uporabo v sintetičnih signalnih poteh. 
 
1.1.3 Rastlinske virusne proteaze 
Skoraj polovica znanih rastlinskih virusnih vrst uporablja proteolitsko cepitev kot ključno 
post-translacijsko modifikacijo, ki koordinira razmnoževanje, sestavljanje in gibanje 
virusa
76
. Od odkritja virusa tobakovega mozaika leta 1987
77
 pa do 2017 so prepoznali več 
kot 4000 rastlinskih virusnih vrst, razvrščenih v 131 družin
78
. Poleg pomena v kmetijstvu 
imajo proteaze teh rastlinskih virusov tudi velik biotehnološki in sintezno-biološki 
potencial.  
 
1.1.3.1 Proteaza virusa jedkanja tobaka (proteaza TEV) 
Proteaza TEVp, imenovana tudi jedrni inkluzijski protein A (NIa), izvira iz virusa jedkanja 
tobaka (ang. »Tobacco etch virus protease«) in je v sintezni biologiji najpogosteje 
uporabljena proteaza
77
. Zaradi cisteinskega ostanka v aktivnem mestu jo uvrščamo med 
cisteinske proteaze, vendar je po strukturnem motivu bolj podobna serinskim proteazam. 
Prepoznava heptapeptidno zaporedje ENLYFQ/S in ima visoko specifičnost do 
prepoznavnega mesta, zato redko cepi netarčne proteine
79,80
. Že zamenjava tirozina na 
mestu 4 z alaninom rezultira v prepoznavnem mestu druge potivirusne proteaze TVMVp 
(proteaza virusa lisavosti žil tobaka; ang. »Tobacco vein mottling virus protease«) ter 
povzroči, da proteaza TEVp ne cepi substrata proteaze TVMVp in vice versa
81
. Kljub 
temu, da izvira iz rastlinskega virusa, je proteaza TEVp aktivna tako v bakterijskih
82
 kot v 
sesalskih celicah
83
. Neobčutljivost na pH, temperaturo ter ionsko jakost omogoča uporabo 
tudi v razmerah in vitro , kjer se veliko uporablja za odstranjevanje afinetnih označevalcev 
iz izoliranih rekombinantnih proteinov
80
. Široko uporabnost proteaze TEVp so nadgradili z 
različnimi tipi mutant proteaze TEVp, ki omogočajo boljšo stabilnost
84
, spremenjeno 
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specifičnost
85
, izboljšano topnost
86
 ter prilagojeno aktivnost v sekretornih poteh
87
. Velik 
prispevek v sintezni biologiji ima proteaza TEVp, pripravljena v obliki razcepljenih 
fragmentov, katere aktivnost je odvisna od dimerizacije razcepljenih domen in lahko deluje 
na način z ligandom inducibilne proteaze. Wehr in sod. (2006) so jo razcepili na N-
terminalni konec, ki ga gradi prvih 118 aminokislin ter na C-konec, ki obsega aminokisline 
od 119-242
83
.  
 
1.1.3.2 Homologi proteaze TEVp 
Poleg dobro uveljavljene proteaze TEVp obstaja več proteaz iz družine rastlinskih virusov 
potyviridae z znanimi mesti cepitve
88
, kot so proteaza virusa šarke (ang. »Plum pox virus 
protease«; PPVp)
89
, proteaza virusa blagega mozaika sončnice (ang. »Sunflower mild 
mosaic virus protease«; SuMMVp)
90
, proteaza virusa navadne soje (ang. »Soybean mosaic 
virus protease; SbMVp«)
91
 ter proteaza TVMVp
92
. Prvotno so tem proteazam določili 
lastnosti in vitro za namene odstranjevanja afinitetnih označevalcev iz izoliranih 
rekombinantnih proteinov
89,92
, kasneje tudi za proučevanje proteinskih interakcij
90
. 
Fernandez-Rodriguez in Voigt sta v E. coli pokazala ortogonalnost proteaze TEVp s 
proteazo TVMVp ter SuMMVp
90
. Lastnosti proteaz, kot so njihova ortogonalnost, visoka 
specifičnost ter poznavanje njihovih cepitvenih mest, omogočajo njihovo uporabo za 
pripravo sintetičnih signalnih poti, brez vpliva na endogene celične procese. 
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1.1.4 Mediatorji proteinskih interakcij: obvite vijačnice 
Proteinske interakcije imajo ključno vlogo v vseh celicah, tako v bakterijskih kot v 
sesalskih. Imajo širok časovni razpon delovanja, pri tem gre lahko za hitre interakcije med 
proteini v signalnih poteh ali pa za stabilne interakcije, kot so interakcije med mišičnimi 
vlakni. Zato ni presenetljivo, da sta poznavanje interakcij in načrtovanje novih proteinskih 
struktur pomembna tako v raziskovanju kot v številnih terapevtskih aplikacijah. 
Načrtovanje povsem novih proteinov je zelo zahtevno zaradi številnih šibkih interakcij, ki 
vplivajo na stabilnost terciarne strukture proteina. Po drugi strani pa je načrtovanje 
posameznih proteinskih strukturnih domen de novo že dobro razvito
93–96
.   
 
Dobro poznani sekundarni proteinski strukturni motiv, ki je prisoten v številnih proteinih, 
so obvite vijačnice. Obvite vijačnice sestavljata najmanj dve  vijačnici, ki se ovijeta druga 
ob drugi z značilno heptadno periodično ponovitvijo v paralelni ali antiparalelni 
orientaciji
97,98
. Obvite vijačnice predstavljajo optimalen konstrukcijski modul za 
načrtovanje proteinskih logičnih vezij iz več razlogov: 
- so majhne proteinske domene velikosti 33 ak in s svojo velikostjo ponavadi ne 
vplivajo na strukturo in funkcijo proteina v fuziji
99
, 
 
- omogočajo dobro razumevanje vezavne specifičnosti, ki temelji na hidrofobnih in 
elektrostatskih interakcijah med položaji a, d in e, f,  
 
- omogočajo de novo načrtovanje ortogonalnih sintetičnih dimerov obvitih vijačnic 
tako v paralelni kot v antiparalelni orientaciji
96,98,100–102
, 
 
- moč interakcije med dimeroma obvitih vijačnic lahko natančno uravnavamo, ne da 
bi pri tem posegli v specifičnost in ortogonalnost interakcij
103
. 
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1.2 Načrtovane regulatorne mreže na osnovi proteolize - dosedanji 
pristopi 
Shekhawat in sod. so pripravili in vitro proteazni senzor z uporabo avtoinhibitornih obvitih 
vijačnic
99
. Proteazni senzor je bil sestavljen iz razcepljenega poročevalskega proteina -
kresničkine luciferaze, pri katerem sta bila oba dela razcepljenega poročevalskega proteina 
v fuziji s segmentoma obvite vijačnice, ki dimerizirata (Slika 6). Dimerizacijo obeh verig 
sta preprečevala antiparalelna segmenta obvite vijačnice (avtoinhibitorna domena), 
povezana s prepoznavnim mestom za proteazo TEVp. Proteolitična cepitev je povzročila 
disociacijo avtoinhibitornega segmenta in vezavo drugega segmenta obvite vijačnice ter 
rekonstitucijo poročevalskega proteina (Slika 6). Z uvedbo dodatnega mesta za kaspazo 3 
so izvedli logično operacijo AND in razvili dvojni proteazni senzor, ki se aktivira le ob 
prisotnosti obeh proteaz, torej proteaze TEVp ter kaspaze 3. Čeprav ima omenjeni sistem 
kar nekaj omejitev, od tega da deluje le v razmerah in vitro, do tega, da ne omogoča 
logičnih funkcij negacije, pa je bil vseeno eden izmed prvih opisanih primerov načrtovanih 
logičnih vezij, povsem neodvisnih od transkripcije in translacije
99
. 
 
 
 
 
Slika 6: In vitro proteazni senzor. V primeru zaprtega stanja avtoinhibitorni segment obvite vijačnice (B') 
preprečuje dimerizacijo s tretjim segmentom obvite vijačnice (B). Po proteolitski cepitvi se avtoinhibitorni 
segment odcepi oziroma ga tretji segment obvite vijačnice izpodrine, kar omogoči rekonstitucijo razcepljene 
luciferaze (povzeto po 
99
).  
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S povezavo proteolize in uravnavanja izražanja genov so v E. coli pripravili celično vezje 
za inducirano degradacijo izbranih proteinov
90
. Celična vezja na osnovi uravnavanja 
prepisovanja genov navadno vključujejo razne dejavnike prepisovanja genov, torej 
aktivatorje oziroma represorje. Le-ti so proteini, ki so večinoma zelo stabilni, kar pomeni, 
da je stopnja eliminacije teh dejavnikov omejena s celično delitvijo. Želena lastnost 
celičnih vezij pa je, da se ob spremembi vhodnega signala dejavniki prepisovanja genov 
kar se da hitro izločijo iz celice. Slednje lahko dosežemo z uporabo degronov. Degroni so 
deli proteina, ki so pomembni za uravnavanje hitrosti razgradnje proteinov. Problem 
nastane, ker so celične proteaze ves čas aktivne in tako prepoznajo degron in protein 
usmerijo v razgradnjo, kar ima za posledico nižje znotrajcelične koncentracije tarčnega 
proteina. Fernandez-Rodrigez in Voigt sta to rešila z uporabo N-terminalnih degronov, ki 
so se izpostavili znotrajceličnim proteazam šele po cepitvi s potivirusnimi proteazami. N-
terminalni degronski sistem ter cepitveno mesto za proteaze sta spojila s transkripcijskimi 
dejavniki in tako naredila od proteolize odvisne dejavnike izražanja genov, s katerimi sta v 
E. coli izvedla logične operacije. Kljub temu, da z načrtovanim sistemom niso izkoristili 
vsega potenciala, ki ga proteoliza kot post-translacijska modifikacija omogoča, pa so, 
poleg proteaze TEVp, in vivo določili lastnosti še dvema ortogonalnima potivirusnima 
proteazama
90
.   
 
Pri racionalnem načrtovanju celičnih vezij je ključnega pomena oblikovanje signalne poti, 
ki bo robustna, univerzalna, predvsem pa modularna ter razširljiva. To pomeni, da morajo 
biti vhodi in izhodi sestavljeni iz enake vrste komponent, da jih lahko združujemo v 
vzporedne ali zaporedne reakcije in lahko s preureditvijo teh komponent sestavimo široko 
paleto celičnih vezij. Primer popolnoma sintetične proteinske signalne poti v sesalskih 
celicah, imenovane CHOMP (ang. »Circuits of hacked orthogonal modular proteases«) so 
nedavno predstavili Gao in sodelavci
104
. Z uporabo virusnih proteaz, povezanih z 
degronskim sistemom ciljane razgradnje proteinov, so v sesalskih celicah izvedli vse 
dvovhodne Boolove logične operacije ter s tristopenjsko kaskado dokazali razširljivost in 
modularnost sistema. Povezavo virusnih proteaz in degronskega sistema so že leta 2009 
uporabili za nadzor stabilnosti proteinov
103
 ter za aktivacijo transkripcijskih 
faktorjev
90,105,106
. Razširitev nabora ortogonalnih proteaz (poleg proteaze TEVp so 
uporabili še homologno proteazo TVMVp ter nesorodno proteazo HCVp) pa je omogočala 
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izvedbo tako enostavnih kot kompleksnih logičnih vezij. Razgradnja proteinov, ki 
vsebujejo izpostavljeni degron, je odvisna od endogenih celičnih procesov proteasomske 
razgradnje proteinov. Skladno s tem je tudi časovni odziv takšnih signalnih poti mnogo 
hitrejši od regulacije transkripcije, a hkrati počasnejši od signalnih poti, ki temeljijo zgolj 
na proteinskih interakcijah. Čeprav so degronski sistemi ciljane razgradnje proteinov znani 
pri vseh organizmih, uporaba le-teh sistemov v sintetičnih signalnih poteh omejuje 
univerzalnost sistema, saj je odvisna od proteasomske razgradnje, ki se med organizmi 
razlikuje.  
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2 Namen dela in hipoteze 
2.1 Namen dela 
Sposobnost zaznavanja zunanjih in notranjih signalov je ključna lastnost celic. Omogoča 
jim odziv na zunanje dejavnike, diferenciacijo, celično komunikacijo in druge pomembne 
funkcije. Zato ni presenetljivo, da so načrtovana celična vezja velik izziv sintezne 
biologije. Do sedaj načrtovana celična vezja v veliki večini temeljijo na spremembah 
izražanja genov. To pomeni, da vsaka sprememba v okolju najprej privede do spremembe 
v prepisovanju genov iz DNA v RNA, RNA pa se mora nato prevesti v protein, kar je 
relativno počasen proces, saj zahteva sintezo novih proteinov. Namen doktorske naloge je 
bil zasnovati umetno signalno pot v sesalskih celicah, ki se bo lahko odzvala na zunanje 
signale v roku nekaj minut in ne nekaj ur, kar zmorejo dosedanji sistemi. Signalna pot bo 
zasnovana na proteinskih interakcijah z obvitimi vijačnicami ter modifikacijah proteinov s 
proteolizo.  
 
2.2 Hipoteze 
Predpostavili smo: 
a) da bomo pripravili funkcionalne razcepljene proteaze iz družine Potyviridae, ki 
imajo ortogonalna tarčna mesta substratov in katerih aktivnost lahko induciramo s 
heterodimerizacijo, 
 
b) da bomo lahko kombinacije proteinskih fuzij z obvitimi vijačnicami z 
avtoinhibitorno domeno, ki se lahko cepi z ortogonalnimi proteazami, uporabili za 
izvedbo Boolovih logičnih operacij v sesalskih celicah. 
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3 Material in metode 
3.1 Material 
3.1.1 Plazmidni vektorji 
 
pcDNA3: Prenosljivi plazmidni vektor, proizvajalca Invitrogen, ki omogoča izražanje v 
sesalskih celicah pod močnim konstitutivnim citomegalovirusnim promotorjem (pCMV). 
Rezistenca za ampicilin ter mesto začetka podvojevanja pBR322 omogočata selekcijo in 
podvojevanje v bakterijskih celicah. Mesto začetka podvojevanja SV40 omogoča 
avtonomno podvojevanje v celičnih linijah, ki izražajo velik antigen T. Vsebuje tudi mesto 
začetka podvojevanja f1, ki omogoča podvojevanje v obliki enoverižne DNA.  
 
phRL-TK: Prenosljivi plazmidni vektor, proizvajalca Promega, za konstitutivno izražanje 
gena Renilla luciferaza pod relativno šibkim HSV-timidin kinaznim promotorjem. 
Plazmidni konstrukt z zapisom za luciferazo Renilla smo v eksperimentih s kresničkino 
luciferazo uporabili za normalizacijo.  
 
3.1.2 Geni in plazmidni konstrukti 
 
Ime   Vir 
fLuc kresničkina 
luciferaza 
pGL4.16 Promega 
FKBP dimerizacijska 
domena FKBP 
pC4-RHE Clontech 
FRB dimerizacijska 
domena FRB 
pC4EN-F1 Clontech 
ABI dimerizacijska 
domena ABI 
pSLQ2816 pPB: CAG-PYL1-VPR-p2A-
GID1-ABI-WPRE PGK-GAI-tagBFP-
SpdCas9  
Addgene 84261
48
 
PYL1 dimerizacijska 
domena PYL1 
pSLQ2816 pPB: CAG-PYL1-VPR-p2A-
GID1-ABI-WPRE PGK-GAI-tagBFP-
SpdCas9  
Addgene 84261
48
 
HIV-1 proteaza HIV-1 pNL4-3.HSA.R-.E- N. Landau (Division of 
AIDS, NIAID) 
IntN NpuDnaE N 
intein 
pSKDuet01 Addgene 12172
107
 
IntC NpuDnaE C 
intein  
pSKBAD Addgene 15335
107
 
 
dCas9 Katalitično 
neaktiven Cas9  
pHR-SFFV-dCas9-BFP-KRAB Addgene 46911
108
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 Sintezo genov za proteaze TEVp, PPVp, SbMVp in SuMMVp smo naročili pri IDT 
ali Life Technologies, prav tako smo aktivacijsko domeno VPR naročali v obliki 
sintetičnega gena. 
 
 Gene za peptide obvitih vijačnic smo v primeru eno-segmentih obvitih vijačnic 
vnesli v plazmidne konstrukte z verižno reakcijo s polimerazo. V primeru dvo-
segmentnih obvitih vijačnic (obvite vijačnice z avtoinhibitorno domeno) pa smo jih 
naročili v obliki sintetičnih genov pri IDT.  
 
 
 Zaporedje DNA za ciklično luciferazo smo sestavili s permutiranjem kresničkine 
luciferaze, to pomeni, da smo N terminalno postavili zaporedje 234-544 in ga preko 
kratkega linkerja, ki je vseboval cepitveno mesto za dotično proteazo, povezali z N-
koncem luciferaze (1-233). Na N- in C-konec permutirane luciferaze smo spojili 
IntC in IntN (IntN-cLuc-cepitveno mesto-nLuc-IntC) (Slika 7). 
 
Tabela 2: Seznam plazmidnih konstruktov ter njihovo aminokislinsko zaporedje. 
Potivirusne proteaze 
TEVp 
 
M EQKLISEEDL GESLFKGPRDYNPISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVQSLHGVFKVKNTTTLQQHL
IDGRDMIIIRMPKDFPPFPQKLKFREPQREERICLVTTNFQTKSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQCGSPLVSTRDGFIVG
IHSASNFTNTNNYFTSVPKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLNADSVLWGGHKVFMSKPEEPFQPVKEATQLMSELVYSQYPYDVPDYA 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: TEVp 
PPVp 
 
MSKSLFRGLRDYNPIASSICQLNNSSGARQSEMFGLGFGGLIVTNQHLFKRNDGELTIRSHHGEFVVKDTKTLKLLPCKGRDIVIIRLP
KDFPPFPKRLQFRTPTTEDRVCLIGSNFQTKSISSTMSETSATYPVDNSHFWKHWISTKDGHCGLPIVSTRDGSILGLHSLANSTNTQN
FYAAFPDNFETTYLSNQDNDNWIKQWRYNPDEVCWGSLQLKRDIPQSPFTICKLLTDLDGEFVYTQ 
 Črna: PPVp 
SbMVp 
 
MSKSVYKGLRDYSGISTLICQLTNSSDGHKETMFGVGYGSFIITNGHLFRRNNGMLTVKTWHGEFVIHNTTQLKIHFIQGRDVILIRMP
KDFPPFGKRNLFRQPKREERVCMVGTNFQEKSLRATVSESSMILPEGKGSFWIHWITTQDGFCGLPLVSVNDGHIVGIHGLTSNDSEKN
FFVPLTDGFEKEYLENADNLSWDKHWFWEPSKIAWGSLNLVEEQPKEEFKISKLVSDLFGNTVTVQ YPYDVPDYA 
 Temno modra: HA peptidni označevalec; Črna: SbMVp 
SuMMVp 
 
MGVSLSRGVRDYNAISSMVCRVTNDSGSSSTTMYGIGYGCYIITNKHLFRENNGRLLITSHHGEYICKNSASLKLSLVPGRDMLLIRLP
KDCPPFPSKLKFREPTSEEKAVLVVTNFQEKHLSSMVSESSCVVQRDEČASPIWRHWISTKDGHCGAPIVSIRDGYIIGSHCGENPMTS
NFFTSIPKDFQNLLNGKEANEWVSGWKYNIDAVCWGGLSVVNDAPSEPFITAKVVSALDTEGIKVQ YPYDVPDYA 
 Temno modra: HA peptidni označevalec; Črna: SuMMVp 
Razcepljene proteaze v fuziji s heterodimerizacijskimi domenami 
FRB_nTEVp 
 
M EQKLISEEDL ILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKD
LLQAWDLYYHVFRRISK GSGS GESLFKGPRDYNPISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVQSLHGVFKV
KNTTTLQQHLIDGRDMIIIRMPKDFPPFPQKLKFREPQREERICLVTTNFQT 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: FRB; Magenta: nTEVp 
FKBP_cTEVp 
 
M GVQVETISPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKFDSSRDRNKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVAQMSVGQRAKLTISPDYAYGATGH
PGIIPPHATLVFDVELLKLE GSG KSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQCGSPLVSTRDGFIVGIHSASNFTNTNNYFTSV
PKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLNADSVLWGGHKVFMSKPEEPFQPVKEATQLMSELVYSQ  
 Črna: FKBP; Magenta: cTEVp;  
PYL1_nTEVp 
 
M DTYRYI GGGAPTQDEFTQLSQSIAEFHTYQLGNGRCSSLLAQRIHAPPETVWSVVRRFDRPQIYKHFIKSCNVSEDFEMRVGCTR 
DVNVISGLPANTSRERLDLLDDDRRVTGFSITGGEHRLRNYKSVTTVHRFEKEEEEERIWTVVLESYVVDVPEGNSEEDTRLFADTVI 
RLNLQKLASITEAMN GSGSS GESLFKGPRDYNPISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVQSLHGVFKVK
NTTTLQQHLIDGRDMIIIRMPKDFPPFPQKLKFREPQREERICLVTTNFQT 
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 Temno modra: AU1 peptidni označevalec Črna: PYL1; Magenta: nTEVp 
ABI_cTEVp 
 
 
M EQKLISEEDL TRVPLYGFTSICGRRPEMEAAVSTIPRFLQSSSGSMLDGRFDPQSAAHFFGVYDGHGGSQVANYCRERMHLALAEE
IAKEKPMLCDGDTWLEKWKKALFNSFLRVDSEIESVAPETVGSTSVVAVVFPSHIFVANCGDSRAVLCRGKTALPLSVDHKPDRDEČAE
AARIEAAGGKVIQWNGARVFGVLAMSRSIGDRYLKPSIIPDPEVTAVKRVKEDDCLILASDGVWDVMTDEEACEMARKRILLWHKKNAV
AGDASLLADERRKEGKDPAAMSAAEYLSKLAIQRGSKDNISVVVVDLK GSGS KSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQCGS
PLVSTRDGFIVGIHSASNFTNTNNYFTSVPKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLNADSVLWGGHKVFMSKPEEPFQPVKEATQLMSELVYSQ 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: ABI; Magenta: cTEVp 
FRB_nPPVp 
 
M EQKLISEEDL ILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKD 
LLQAWDLY YHVFRRISK GSGS SKSLFRGLRDYNPIASSICQLNNSSGARQSEMFGLGFGGLIVTNQHLFKRNDGELTIRSHHGEF 
VVKDTKTLKLLPCKGRDIVIIRLPKDFPPFPKRLQFRTPTTEDRVCLIGSNFQT 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: FRB; Cian: nPPVp 
FKBP_cPPVp 
 
 
M GVQVETISPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKFDSSRDRNKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVAQMSVGQRAKLTISPDYAYGATGH
PGIIPPHATLVFDVELLKLE GSG SKSISSTMSETSATYPVDNSHFWKHWISTKDGHCGLPIVSTRDGSILGLHSLANSTNTQNFYAA
FPDNFETTYLSNQDNDNWIKQWRYNPDEVCWGSLQLKRDIPQSPFTICKLLTDLDGEFVYTQ DTYRYI 
 Črna: FKBP; Cian: cPPVp Temno modra: AU1 peptidni označevalec 
PYL1_nPPVp 
 
M DTYRYI GGGAPTQDEFTQLSQSIAEFHTYQLGNGRCSSLLAQRIHAPPETVWSVVRRFDRPQIYKHFIKSCNVSEDFEMRVGCTR 
DVNVISGLP ANTSRERLDLLDDDRRVTGFSITGGEHRLRNYKSVTTVHRFEKEEEEERIWTVVLESYVVDVPEGNSEEDTRLFADTV 
IRLNLQKLASITEAMN GSGSS KSLFRGLRDYNPIASSICQLNNSSGARQSEMFGLGFGGLIVTNQHLFKRNDGELTIRSHHGEFVVK
DTKTLKLLPCKGRDIVIIRLPKDFPPFPKRLQFRTPTTEDRVCLIGSNFQT 
 Temno modra: AU1 peptidni označevalec Črna: PYL1; Cian: nPPVp 
ABI_cPPVp 
 
M EQKLISEEDL TRVPLYGFTSICGRRPEMEAAVSTIPRFLQSSSGSMLDGRFDPQSAAHFFGVYDGHGGSQVANYCRERMHLALAEE
IAKEKPMLCDGDTWLEKWKKALFNSFLRVDSEIESVAPETVGSTSVVAVVFPSHIFVANCGDSRAVLCRGKTALPLSVDHKPDRDEČAE
AARIEAAGGKVIQWNGARVFGVLAMSRSIGDRYLKPSIIPDPEVTAVKRVKEDDCLILASDGVWDVMTDEEACEMARKRILLWHKKNAV
AGDASLLADERRKEGKDPAAMSAAEYLSKLAIQRGSKDNISVVVVDLK GSGS SKSISSTMSETSATYPVDNSHFWKHWISTKDGHC 
GLPIVSTRDGSILGLHSLANSTNTQNFYAAFPDNFETTYLSNQDNDNWIKQWRYNPDEVCWGSLQLKRDIPQSPFTICKLLTDLDGEFV
YTQ 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: ABI; Cian: cPPVp 
FRB_nSbMVp 
 
M EQKLISEEDL ILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKD
LLQAWDLYYHVFRRISK  GSGS SKSVYKGLRDYSGISTLICQLTNSSDGHKETMFGVGYGSFIITNGHLFRRNNGMLTVKTWHGEFV
IHNTTQLKIHFIQGRDVILIRMPKDFPPFGKRNLFRQPKREERVCMVGTNFQE 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: FRB; Rdeča: nSbMVc 
FKBP_cSbMVp_HA 
 
M GVQVETISPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKFDSSRDRNKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVAQMSVGQRAKLTISPDYAYGATGH
PGIIPPHATLVFDVELLKLE GSGS KSLRATVSESSMILPEGKGSFWIHWITTQDGFCGLPLVSVNDGHIVGIHGLTSNDSEKNFFVP
LTDGFEKEYLENADNLSWDKHWFWEPSKIAWGSLNLVEEQPKEEFKISKLVSDLFGNTVTVQ YPYDVPDYA 
 Črna: FKBP; Rdeča: cSbMVp; Temno modra: HA peptidni označevalec 
PYL1_nSbMVp 
 
M GGGAPTQDEFTQLSQSIAEFHTYQLGNGRCSSLLAQRIHAPPETVWSVVRRFDRPQIYKHFIKSCNVSEDFEMRVGCTRDVNVISGL
PANTSRERLDLLDDDRRVTGFSITGGEHRLRNYKSVTTVHRFEKEEEEERIWTVVLESYVVDVPEGNSEEDTRLFADTVIRLNLQKLAS
ITEAMN GSGSS SKSVYKGLRDYSGISTLICQLTNSSDGHKETMFGVGYGSFIITNGHLFRRNNGMLTVKTWHGEFVIHNTTQLKIHF
IQGRDVILIRMPKDFPPFGKRNLFRQPKREERVCMVGTNFQE 
 Črna: PYL1; Rdeča: nSbMVp 
ABI_cSbMVp 
 
M EQKLISEEDL  TRVPLYGFTSICGRRPEMEAAVSTIPRFLQSSSGSMLDGRFDPQSAAHFFGVYDGHGGSQVANYC 
RERMHLALAEEIAKEKPML CDGDTWLEKWKKALFNSFLRVDSEIESVAPETVGSTSVVAVVFPSHIFVANCGDSRAV 
LCRGKTALPLSVDHKPDRDEČAEAARIEAAGGKVIQWNGARVFGVLAMSRSIGDRYLKPSIIPDPEVTAVKRVKEDDCLILASDGVWDV
MTDEEACEMARKRILLWHKKNAVAGDASLLADERRKEGKDPAAMSAAEYLSKLAIQRGSKDNISVVVVDLK GSGS KSLRATVSESSM
ILPEGKGSFWIHWITTQDGFCGLPLVSVNDGHIVGIHGLTSNDSEKNFFVPLTDGFEKEYLENADNLSWDKHWFWEPSKIAWGSLNLVE
EQPKEEFKISKLVSDLFGNTVTVQ 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: ABI; Rdeča: cSbMVp 
FRB_nSuMMVp 
 
M EQKLISEEDL ILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKD
LLQAWDLYYHVFRRISK GSGS GVSLSRGVRDYNAISSMVCRVTNDSGSSSTTMYGIGYGCYIITNKHLFRENNGRLLITSHHGEYIC
KNSASLKLSLVPGRDMLLIRLPKDCPPFPSKLKFREPTSEEKAVLVVTNFQE 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: FRB; Vijolična: nSuMMVp 
FKBP_cSuMMVp 
 
M GVQVETISPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKFDSSRDRNKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVAQMSVGQRAKLTISPDYAYGATGH
PGIIPPHATLVFDVELLKLE GSGS KHLSSMVSESSCVVQRDEČASPIWRHWISTKDGHCGAPIVSIRDGYIIGSHCGENPMTSNFFT
SIPKDFQNLLNGKEANEWVSGWKYNIDAVCWGGLSVVNDAPSEPFITAKVVSALDTEGIKVQ YPYDVPDYA 
 Črna: FKBP; Vijolična: cSuMMVp; Temno modra: HA peptidni označevalec 
Razcepljene proteaze v fuziji z obvitimi vijačnicami 
P3_PPVs_nTEVp 
 
M SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALKY GGGSGGG NVVVHQA EQKLISEEDL 
GESLFKGPRDYNPISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVQSLHGVFKVKNTTTLQQHLIDGRDMIIIRMPK
DFPPFPQKLKFREPQREERICLVTTNFQT 
 Zelena: P3; Cian: PPVs cepitveno mesto; Temno modra: Myc peptidni označevalec; Magenta: nTEVp 
P4_PPVs_cTEVp 
 
M SPEDKIAQLKQKIQALKQENQQLEEENAALEY GGGSGGG NVVVHQA KSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQCGSPLV
STRDGFIVGIHSASNFTNTNNYFTSVPKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLNADSVLWGGHKVFMSKPEEPFQPVKEATQLMSELVYSQ YP
YDVPDYA 
 Zelena: P4; Cian: PPVs cepitveno mesto; Magenta: cTEVp; Temno modra: HA peptidni označevalec 
P9_SbMVs_nPPVp 
 
M SPEDENQALEQKNAQLKQEIAALEQEIAQLEYG GGSGGG ESVSLQS GGSGGS SKSLFRGLRDYNPIASSICQLNNSSGARQSE
MFGLGFGGLIVTNQHLFKRNDGELTIRSHHGEFVVKDTKTLKLLPCKGRDIVIIRLPKDFPPFPKRLQFRTPTTEDRVCLIGSNFQT 
 Modra: P9; Rdeča: SbMVs cepitveno mesto; Cian: nPPVp 
P10_SbMVs_cPPVp 
 
M SPEDKNAQLKEENAALEEKIQQLKEKIQALKYG GGSGGG ESVSLQS GGSGG SKSISSTMSETSATYPVDNSHFWKHWISTKDG
HCGLPIVSTRDGSILGLHSLANSTNTQNFYAAFPDNFETTYLSNQDNDNWIKQWRYNPDEVCWGSLQLKRDIPQSPFTICKLLTDLDGE
FVYTQ 
 Modra: P10; Rdeča: SbMVs cepitveno mesto; Cian: cPPVp 
Fink T. Logična vezja na osnovi razcepljenih ortogonalnih proteaz.  
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cTEVp*-AP4-SbMVs-
P3-nTEVp 
 
M KSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQAGSPLVSTRDGFIVGIHSASNFTNTNNYFTSVPKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLN
ADSVLWGGHKVFMSKPEEPFQPVKEATQLMSELVYSQYPYDVPDYA GGSGGGSGGS SPEDELAANEEELQQNEQKLAQIKQKLQAIK
YG GGSGGG ESVSLQS GSSGSG SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALKYG EQKLISEEDL GESLFKGPRDYNPISSTIC
HLTNESDGHTTSLYGIGFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVQSLHGVFKVKNTTTLQQHLIDGRDMIIIRMPKDFPPFPQKLKFREPQREER
ICLVTTNFQT 
 Magenta: cTEVp*; Zelena: AP4; Rdeča: SbMVs cepitveno mesto; Zelena: P3; Temno modra: Myc peptidni označevalec; Magenta: nTEVp 
Poročevalec ciklična luciferaza s pripadajočim cepitvenim mestom za potivirusne proteaze 
CycLuc_TEVs 
 
M HHHHHH M IKIATRKYLGKQNVYDIGVERDHNFALKNGFIASNCFN DTYRYIDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMY
RFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEG
DDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKY
KGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDAR
KIREILIKAKK GS ENLYFQS GG AKNIKKGPAPFYPLEDG DITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFFMPVLG 
ALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTFVTSHLPPGFNEYDFVP
ESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIP AEYCLSYETEILTVEYGLLPIGKIVEKRIECTVYSVDN
NGNIYTQPVAQWHDRGEQEVFEYCLEDGSLIRATKDHKFMTVDGQMLPIDEIFERELDLMRVDNLPN GGKIAVNSACKNWFSSLSHFV
IHLNSHGFPPEVEEQAAGTLPMSCAQESGMDRHPAACASARINV 
 Temno modra: His peptidni označevalec; Zelena: IntN; Črna: CLuc; Magenta: TEVs cepitveno mesto; Črna: NLuc; Zelena: Cint 
CycLuc_PPVs  
 
M HHHHHH M IKIATRKYLGKQNVYDIGVERDHNFALKNGFIASNCFN DTYRYIDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMY
RFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEG
DDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKY
KGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDAR
KIREILIKAKK GS NVVVHQA GSG AKNIKKGPAPFYPLEDG VDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENS 
LQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTFVTSHLPP
GFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIP AEYCLSYETEILTVEYGLLPIGKIVEKRI
ECTVYSVDNNGNIYTQPVAQWHDRGEQEVFEYCLEDGSLIRATKDHKFMTVDGQMLPIDEIFERELDLMRVDNLPNGGKIAVNSACKNW
FSSLSHFVIHLNSHGFPPEVEEQAAGTLPMSCAQESGMDRHPAACASARINV 
 Temno modra: His peptidni označevalec; Zelena: IntN; Črna: CLuc; Cian: PPVs cepitveno mesto; Črna: NLuc; Zelena: Cint 
CycLuc_SbMVs 
 
M HHHHHH M IKIATRKYLGKQNVYDIGVERDHNFALKNGFIASNCFN DTYRYIDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMY
RFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEG
DDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKY
KGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDAR
KIREILIKAKK GS ESVSLQS GSG AKNIKKGPAPFYPLEDGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIE 
VDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKIL
NVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPI
FGNQIIP AEYCLSYETEILTVEYGLLPIGKIVEKRIECTVYSVDNNGNIYTQPVAQWHDRGEQEVFEYCLEDGSLIRATKDHKFMTVD
GQMLPIDEIFERELDLMRVDNLPNGGKIAVNSACKNWFSSLSHFVIHLNSHGFPPEVEEQAAGTLPMSCAQESGMDRHPAACASARINV 
 Temno modra: His peptidni označevalec; Zelena: IntN; Črna: CLuc; Rdeča: SbMVs cepitveno mesto; Črna: NLuc; Zelena: Cint 
CycLuc_SuMMVs 
 
M HHHHHH M IKIATRKYLGKQNVYDIGVERDHNFALKNGFIASNCFN DTYRYIDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMY
RFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEG
DDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKY
KGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDAR
KIREILIKAKK GS EEIHLQS GSG AKNIKKGPAPFYPLEDGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIE VDITYAEYFEMS 
VRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKI
IIMDSKTDYQGFQSMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIP AEYC
LSYETEILTVEYGLLPIGKIVEKRIECTVYSVDNNGNIYTQPVAQWHDRGEQEVFEYCLEDGSLIRATKDHKFMTVDGQMLPIDEIFER
ELDLMRVDNLPN GGKIAVNSACKNWFSSLSHFVIHLNSHGFPPEVEEQAAGTLPMSCAQESGMDRHPAACASARINV 
 Temno modra: His-peptidni označevalec; Zelena: IntN; Črna: CLuc; Vijolična: SuMMVs cepitveno mesto; Črna: NLuc; Zelena: Cint 
Moduli, ki sestavljajo logična vezja 
P3_cLuc 
 
M SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALKY GGGSGGGSGG STMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDAR
KIREILIKAKKGGKIAVNSGSG YPYDVPDYA 
 Zelena: P3; Črna: cLuc; Temno modra: HA-peptidni označevalec 
P3_PPVs_cLuc 
 
M SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALKY GGGSGGS NVVVHQA GGSGG STMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEV
PKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKIAVNSGSG YPYDVPDYA 
 Zelena: P3; Cian: PPVs cepitveno mesto; Črna: cLuc; Temno modra: HA-peptidni označevalec 
nLuc_AP4 
 
M EQKLISEEDL GSG EDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLN
TNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQ
SMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFT
TLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGY
GLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDED
EHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGK GGSGGGSGGS SPEDELAANEEELQQ
NEQKLAQIKQKLQAIKYG 
 Temno modra: Myc-peptidni označevalec; Črna: nLuc; Zelena: AP4 
nLuc_TEVs_AP4 
 
M EQKLISEEDL EDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHR
IVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYT
FVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGY
LICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTE
TTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFF
IVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGK GGSGGS ENLYFQS GGSGGS SPEDELAA
NEEELQQNEQKLAQIKQKLQAIKYG 
 Temno modra: Myc-peptidni označevalec; Črna: nLuc; Magenta: TEVs cepitveno mesto; Zelena: AP4 
Fink T. Logična vezja na osnovi razcepljenih ortogonalnih proteaz.  
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AP4mS_PPVs_P3_TEV
s_cLuc  
 
M SPEDELQSNEEELQQNEQKLQQIKQKLQSIKYG GGSGGG NVVVHQA GGSGGS SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALK
YG GRSGAS ENLYFQS GGSGG STMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKIAVNSSGS
G YPYDVPDYA 
 
Zelena: AP4mS; Cian: PPVs cepitveno mesto; Zelena: P3; Magenta: TEVs cepitveno mesto; Črna: cLuc; Temno modra: HA peptidni 
označevalec 
AP4mS_PPVs_P3_cLu
c  
 
M SPEDELQSNEEELQQNEQKLQQIKQKLQSIKYG GGSGGG NVVVHQA GGSGGS SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALK
YG GGSGG GSGGSTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKIAVNSSGSG YPYDVPDYA 
 Zelena: AP4mS; Cian: PPVs cepitveno mesto; Zelena: P3; Črna: cLuc; Temno modra: HA peptidni označevalec 
nLuc_AP4_TEVs_P3m
S  
 
M EQKLISEEDL GSG EDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLN
TNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQ
SMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFT
TLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGY
GLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDED
EHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGK GGSGGGSGGS SPEDELAANEEELQQ
NEQKLAQIKQKLQAIKYG GGSGGG ENLYFQS GGSGGS SPEDEIQQLEEEISQLEQKNSQLKEKNQQLKYG 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: nLuc; Zelena: AP4; Magenta: TEVs cepitveno mesto; Zelena: P3mS 
nLuc_AP4_PPVs_P3m
S 
 
M EQKLISEEDL GSG EDAKNIKKGPAPFYPLEDGPEPTIDNI 
OZNAČEVALECEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVA
VAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDK
TIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQD
YKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPF
FEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESI
LLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGK GGSGGGSGGS SPEDKLAQIKEKLQQIKEELAANEEKLQANKYG GGSGGS NV
VVHQA GSGGGS SPEDENAQLEQKNAQLKQEISQLEQEISQLEW 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: nLuc; Zelena: AP4; Cian: PPVs cepitveno mesto; Zelena: P3mS 
nLuc_AP4_PPVs_TEVs
_P3mS 
 
M EQKLISEEDL GSG EDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLN
TNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQ
SMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFT
TLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGY
GLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDED
EHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGK GGSGGGSGGS SPEDKLAQIKEKLQQ
IKEELAANEEKLQANKYG GS NVVVHQA G ENLYFQS GS SPEDEIQQLEEEISQLEQKNSQLKEKNQQLKYG 
 Myc peptidni označevalec; Črna: nLuc; Zelena: AP4; Cian: PPVs cepitveno mesto; Magenta: TEVs cepitveno mesto; Zelena: P3mS 
P9_cLuc 
 
M SPEDENQALEQKNAQLKQEIAALEQEIAQLEYG GGSGGGSGG STMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDAR
KIREILIKAKKGGKIAVNSGSG YPYDVPDYA 
 Modra: P9; Črna: cLuc; Temno modra: HA peptidni označevalec 
P9_TEVs_cLuc 
 
M SPEDENQALEQKNAQLKQEIAALEQEIAQLEYG GGSGGG ENLYFQS GGSGGS TMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEV
PKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKIAVNSSGSG YPYDVPDYA 
 Modra: P9; Magenta: TEVs cepitveno mesto; Črna: cLuc; Temno modra: HA peptidni označevalec 
nLuc_AP10 
 
M EQKLISEEDL GSGEDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNT
NHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQS
MYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFTT
LGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYG
LTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDE
HFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGK GGSGGGSGGS SPEDKLAQIKEKLQQI
KEELAANEEKLQANKYG 
 Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: nLuc; Modra: AP10 
nLuc_PPVs_AP10 
 
M EQKLISEEDL GSG EDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLN
TNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQ
SMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFT
TLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGY
GLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDED
EHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGK GGSGGG NVVVHQA GGSGGS SPED
KLAQIKEKLQQIKEELAANEEKLQANKYG 
 Dark blue: Myc tag; Black: nLuc; Cyan: PPVs cleavage site; Blue: AP10 
nLuc_AP10_PPVs_P9m
S 
 
M EQKLISEEDL GSG EDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLN
TNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQ
SMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFT
TLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGY
GLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDED
EHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHGK GGSGSG ENLYFQS GGSGGS SPED
KLAQIKEKLQQIKEELAANEEKLQANKYG GGSGGS NVVVHQA GSGGGS SPEDENAQLEQKNAQLKQEISQLEQEI 
 
Temno modra: Myc peptidni označevalec; Črna: nLuc; Modra: AP10; Magenta: TEVs cepitveno mesto; Cian: PPVs cepitveno mesto; Modra: 
P9mS 
Moduli za aktivacijo prepisovanja genov 
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PYL1_NLS_VPR 
M HHHHHH GGGAPTQDEFTQLSQSIAEFHTYQLGNGRCSSLLAQRIHAPPETVWSVVRRFDRPQIYKHFIKSCNVSEDFEMRVGCTRD
VNVISGLPANTSRERLDLLDDDRRVTGFSITGGEHRLRNYKSVTTVHRFEKEEEEERIWTVVLESYVVDVPEGNSEEDTRLFADTVIRL
NLQKLASITEAMN DPKKKRKV EASGSGRADALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLINTSGGSG
GGSGGSSQYLPDTDDRHRIEEKRKRTYETFKSIMKKSPFSGPTDPRPPPRRIAVPSRSSASVPKPAPQPYPFTSSLSTINYDEFPTMVF
PSGQISQASALAPAPPQVLPQAPAPAPAPAMVSALAQAPAPVPVLAPGPPQAVAPPAPKPTQAGEGTLSEALLQLQFDDEDLGALLGNS
TDPAVFTDLASVDNSEFQQLLNQGIPVAPHTTEPMLMEYPEAITRLVTGAQRPPDPAPAPLGAPGLPNGLLSGDEDFSSIADMDFSALL
GSGSGSRDSREGMFLPKPEAGSAISDVFEGREVCQPKRIRPFHPPGSPWANRPLPASLAPTPTGPVHEPVGSLTPAPVPQPLDPAPAVT
PEASHLLEDPDEETSQAVKALREMADTVIPQKEEAAICGQMDLSHPPPRGHLDELTTTLESMTEDLNLDSPLTPELNEILDTFLNDECL
LHAMHISTGLSIFDTSLF 
 Temno modra: His peptidni označevalec; Črna: PYL1; Rdeča: signal za jedrno lokalizacijo; Orange: VPR domena za aktivacijo transkripcije 
dCas9_NLS_ABI 
M HHHHHH DKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY
LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLI
EGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLA
EDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYK
EIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNRDEČALLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKD
NREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNEL
TKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENE
DILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSL
TFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKEL
GSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMK
NYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKD
FQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIR
KRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVA
KVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFL
YLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFK
YFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD DPKKKRKV TRVPLYGFTSICGRRPEMEAAVSTIPRFLQSSSGSM
LDGRFDPQSAAHFFGVYDGHGGSQVANYCRERMHLALAEEIAKEKPMLCDGDTWLEKWKKALFNSFLRVDSEIESVAPETVGSTSVVAV
VFPSHIFVANCGDSRAVLCRGKTALPLSVDHKPDRDEČAEAARIEAAGGKVIQWNGARVFGVLAMSRSIGDRYLKPSIIPDPEVTAVKR
VKEDDCLILASDGVWDVMTDEEACEMARKRILLWHKKNAVAGDASLLADERRKEGKDPAAMSAAEYLSKLAIQRGSKDNISVVVVDLK 
 Temno modra: His peptidni označevalec; Orange: dCas9; Rdeča: signal za jedrno lokalizacijol; Črna: ABI 
sgRNA 
TCTTCCGTTTCCACATCTTCA GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCG
AGTCGGTGCTTTTTT 
 Orange: sgRNA; Črna: sgRNA ogrodje 
Moduli, ki sestavljajo od proteaze HIV-1 odvisna logična vezja 
cTEVp*-AP4-HIVs-P3-
nTEVp 
 
M KSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQAGSPLVSTRDGFIVGIHSASNFTNTNNYFTSVPKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLN
ADSVLWGGHKVFMSKPEEPFQPVKEATQLMSELVYSQYPYDVPDYA GGSGGGSGGS SPEDELAANEEELQQNEQKLAQIKQKLQAIK
YG GGSGGG SQVSQNYPIVQNLQ GSSGSG SPEDEIQQLEEEIAQLEQKNAALKEKNQALKYG EQKLISEEDL GESLFKGPRDYN
PISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVQSLHGVFKVKNTTTLQQHLIDGRDMIIIRMPKDFPPFPQKLKFR
EPQREERICLVTTNFQT 
 Magenta: cTEVp*; Zelena: AP4; Orange: HIVs cepitveno mesto; Zelena: P3; Temno modra: Myc peptidni označevalec; Magenta: nTEVp 
 
AP3mS_SbMVs_P4_PP
Vs_cTEVp 
 
M SPEDKNQQLKEKNQSLKQEIQSLEEEIQQLEYG GGGSGGG ESVSLQS 
GSSGSG  SPEDKIAQLKQKIQALKQENQQLEEENAALEY GGGSGGG NVVVHQA KSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQ
CGSPLVSTRDGFIVGIHSASNFTNTNNYFTSVPKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLNADSVLWGGHKVFMSKPEEPFQPVKEATQLMSELV
YSQ YPYDVPDYA 
 
Tan: AP3mS; Rdeča: SbMVp cepitveno mesto; Zelena: P4; Cian: PPVs cepitveno mesto; Magenta: cTEVp; Temno modra: HA peptidni 
označevalec 
 
 
3.1.3 Bakterijski sevi in sesalske celične linije 
Za manipulacijo in namnoževanje plazmidov smo uporabili bakterijske seve E. coli 
DH5ali TOP10. 
 
Večino poskusov smo izvedli na sesalski celični liniji HEK293T (celična linija iz človeških 
zarodnih ledvičnih celic; vir: J. Weiss, University of Iowa, ZDA). Za poskuse na drugih 
celičnih linijah pa smo uporabili celične linije CHO, NIH3T3 ter Neuro-2A.  
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3.1.4 Reagenti za molekularno kloniranje 
 Za verižno reakcijo s polimerazo smo uporabljali bodisi polimerazo Phusion High 
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) bodisi polimerazo Kapa HiFi (Kapa 
Biosystems). 
 
 Za lepljenje po Gibsonu smo uporabili mešanico pufrov in encimov: DTT (Sigma-
Aldrich: D0632), mešanica dNTP (Sigma-Aldrich), TrisHCl (Sigma-Aldrich), NAD 
(Sigma-Aldrich), T5 eksonukleaza (New England Biolabs), PEG-8000 (Sigma-
Aldrich), Taq DNA Ligaza (New England Biolabs, Phusion DNA Polimeraza (New 
England Biolabs). 
 
 Pri kloniranju s klasično metodo restrikcije in ligacije smo uporabili več različnih 
restrikcijskih encimov proizvajalcev Thermo Scientific ali New England Biolabs ter 
ligazo T4 proizvajalca Thermo Scientific.  
 
 Za izolacijo plazmidne DNA smo uporabili komercialni kit (GeneJet Plasmid 
Miniprep Kit, Thermo Scientific) ter komercialni kit za izolacijo DNA iz 
agaroznega gela (FastGeneGel/PCR Extraction Kit, Nippon Genetic). 
 
3.1.5 Reagenti za delo s sesalskimi celičnimi linijami 
Celične linije smo gojili v medijih DMEM-F12, DMEM ter Opti-Mem z dodatkom 10 % 
FBS (vse od proizvajalca Gibco Thermo Scientific). Celice smo spirali s PBS (137 mM 
NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 in 1.8 mM KH2PO4; pH 7.4). Za odlepljanje celic 
smo uporabljali Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich). Barvilo tripan modro (Invitrogen) smo 
uporabili za obarvanje celic pred štetjem. Kot transfekcijski reagent smo uporabili PEI 
(Sigma-Aldrich) ali Lipofectamine-2000 (Thermo Scientific). Pri eksperimentih z 
razcepljenimi proteazami smo za indukcijo dimerizacije uporabili rapamicin (Sigma-
Aldrich) in/ali abscizinsko kislino (Sigma-Aldrich).  
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Reagenti za merjenje luciferazne aktivnosti: 
 fLuc pufer (3,38 g HEPES (16,60 mM), 0,38 g MgCl2(3,33 mM), 0,06 g EGTA Na 
(0,08 mM) v 100 ml MQ, pH 7,8 dodaš 0,08 g NaF (1,67 mM)) 
 
 rLuc pufer (2,6 ml 5x Renilla-pufer (3,346 g Na pirofosfat (7,5 mM), 6,9 g 
NaH2PO4xH2O (50 ,00 mM), 14,5 g NaCl (250 mM), 1,822 g CDTA (5 mM), 5 ml 
metanol (0,01 l/l), pH 5,0), MQ do 13 ml) 
 
3.1.6 Protitelesa 
Tabela 3: Protitelesa, uporabljena v tem doktorskem delu. 
Protitelo Proizvajalec Redčitev 
primarna zajčja poliklonska protetelesa proti 
označevalcu Myc 
Sigma C3956 1:2000 
primarna zajčja poliklonska protetelesa proti 
označevalcu HA 
Sigma C6908 1:2000 
Primarna mišja poliklonska protitelesa proti -aktinu Cell Signaling 3700 1:2000 
sekundarna kozja poliklonska protitelesa proti zajčjim 
IgG, konjugirana s hrenovo peroksidazo 
Abcam ab6721 1:3000 
sekundarna kozja poliklonska protitelesa proti mišjim 
IgG, konjugirana s hrenovo peroksidazo 
Santa Cruz sc2005 1:3000 
 
3.2 Metode 
3.2.1 Metode molekularnega kloniranja 
V primeru lepljenja po Gibsonu smo z ustreznimi oligonukleotidnimi začetniki z verižno 
reakcijo s polimerazo pomnožili želena zaporedja DNA tako, da so na mestih kjer smo 
želeli, da se zlepijo vsebovala 20-30 bp homologije. Pomnožke PCR smo zmešali z 
mešanico reagentov za lepljenje po Gibsonu ter mešanico inkubirali 1 h pri 50 °C. Po 
končani inkubaciji smo mešanico transformirali v kompetentne celice TOP10 ali DH5. 
Aminokislinska zaporedja vseh konstruktov so v Tabela 2. 
 
Pri klasični metodi molekularnega kloniranja smo z reakcijo PCR pomnožili želene 
fragmente DNA tako, da smo na začetek in konec vnesli prepoznavno mesto za ustrezno 
restriktazo. V drugem koraku smo fragmente PCR rezali s predvidenimi restrikcijskimi 
encimi pri ustrezni temperaturi in jih nato s T4 ligazo zlepili skupaj. Ligacija je potekala 
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pri sobni T, 20 min. Nato smo ligacijsko mešanico transformirali v kompetentne celice 
TOP10 ali DH5. Posamezne klone smo nacepili v tekoče gojišče LB z ustreznim 
antibiotikom. Klonom smo izolirali plazmidno DNA ter pravilnost zaporedja DNA 
preverili s sekvenciranjem (GATC Biotech). Aminokislinska zaporedja vseh konstruktov 
so v Tabela 2. 
 
3.2.2 Poročevalec ciklična luciferaza (cycLuc) 
Za testiranje aktivnosti proteaz smo uporabili poročevalec ciklična luciferaza, ki ima to 
lastnost, da je v nativnem stanju luciferaza neaktivna, po proteolitski cepitvi pa pridobi 
katalitsko aktivnost, ki jo lahko izmerimo z luminometrom
109
.  
 
 
Poročevalec ciklična luciferaza je permutirana luciferaza, to pomeni da ima na N-koncu 
cLuc in na C-koncu nLuc. Med C- in N- fragment luciferaze je spojeno prepoznavno mesto 
za proteaze. Pred cLuc in za nLuc pa NpuDnaE N- in C-intein. Inteini spontano katalizirajo 
in tvorijo peptidno vez, tako da pri tem sami sebe izrežejo iz proteina. Na C-konec je 
dodano zaporedje PEST, ki je signal za proteasomsko razgradnjo. To pomeni, da so ne-
ciklizirani fragmenti podvrženi hitri proteasomski razgradnji.  
 
3.2.3 Gojenje sesalskih celičnih linij 
Sesalsko celično linijo HEK293T smo gojili v mediju DMEM z dodanim 10 % FBS pri 37 
°C in 5 % CO2 atmosfero v gojitvenih posodicah. Celično linijo NIH3T3 ter CHO smo 
 
 
Slika 7: Shematski prikaz strukture ciklične luciferaze. N- in C-konec kresničkine luciferaze sta 
permutirana in obdana z inteini. Inteina katalizirata nastanek peptidne vezi. Ciklična luciferaza je neaktivna 
oblika kresničkine luciferaze, ki po proteolitski cepitvi pridobi aktivnost (prirejeno po 
109
).  
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gojili v mediju DMEM-F12 z dodanim 10 % FBS pri 37 °C in 5 % CO2 atmosfero v 
gojitvenih posodicah. Celično linijo Neuro-2A smo gojili v mediju OptiMem, ki smo mu 
prav tako dodali 10 % FBS pri 37 °C in 5 % CO2 atmosfero. Ob ustrezni preraščenosti smo 
celice obdelali s tripsinom, da so se odlepile, jih pobarvali z barvilom tripan modro ter 
prešteli z avtomatiziranim števcem celic.  
 
3.2.4 Transfekcija 
Za dvojni luciferazni test smo celice nacepili na bele gojitvene plošče (96 luknjic; CoStar, 
Corning) tako, da je bilo v vsaki luknjici 2*10
4
 celic. Pri 50-70 % preraščenosti, praviloma 
18-24h po nacepitvi celic, smo celice HEK293T transfecirali z mešanico plazmidne DNA 
ter transfekcijskega reagenta PEI, oboje pripravljeno v ustrezni količini v 150mM NaCl. Za 
vsak µg transfecirane plazmidne DNA smo dodali 8 µl PEI v koncentraciji 0,324 mg/ml 
(pH 7,5). Plazmidno DNA in PEI smo redčili s 150 mM NaCl in zmešali v razmerju 1:1. 
Mešanico smo 20 min inkubirali na sobni T in nato dodali celicam HEK293T (točne 
količine in mešanice plazmidov za posamezen eksperiment so navedene v Prilogi 1-5). 
 
Celice NIH3T3, CHO in Neuro2A smo za dvojni luciferazni test prav tako nacepili v bele 
gojitvene plošče s 96 luknjicami, tako da je bilo v vsaki luknjici 2,5*10
4
 celic. Pri 30-40 % 
preraščenosti smo celice transfecirali z mešanico plazmidne DNA in transfekcijskega 
reagenta Lipofectamine 2000. Za vsak µg transfecirane plazmidne DNA smo dodali 4 µl 
reagenta Lipofectamine pripravljenega v Opti-MEM. Plazmidno DNA smo prav tako 
redčili v Opti-MEM. Redčeno plazmidno DNA ter Lipofectamine smo zmešali v razmerju 
1:1 in inkubirali pri sobni T 5 min. Transfekcijsko mešanico smo nato dodali celicam. 24 h 
po transfekciji smo celicam zamenjali medij (točne količine in mešanice plazmidov so 
navedene v Prilogi 5). 
 
3.2.5 Stimulacija 
Pri eksperimentih z razcepljenimi proteini smo za indukcijo dimerizacije uporabili 
rapamicin in/ali abscizinsko kislino. Tako rapamicin kot abscizinsko kislino smo raztopili 
v DMSO. Rapamicin v založni koncentraciji 1 mM, abscizinsko kislino pa v koncentraciji 
50 mM. Pred stimulacijo celic smo založno koncentracijo induktorjev redčili v gojišču 
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DMEM 10 % FBS, tako da smo imeli rapamicin v koncentraciji 30 µM ter abscizinsko 
kislino v koncentraciji 1 mM. Celicam smo dodali 10 µl redčenih induktorjev, tako da je 
bila končna koncentracija le-teh v vsaki luknjici 3 µM za rapamicin ter 100 µM za 
abscizinsko kislino.  
 
3.2.6 Dvojni luciferazni test 
Odziv logičnih vezij smo določali s pomočjo poročevalskega proteina kresničkina 
luciferaza ali z njegovo variacijo ciklično luciferazo. Luciferaza je encim, ki pri pretvorbi 
luciferina v oksiluciferin oddaja svetlobo. Luciferaza je sestavljena iz N- in C-terminalne 
domene povezane z gibljivim mestom. Ko se luciferin veže se luciferazi spremeni 
konformacija, tj. iz odprte oblike preide v zaprto obliko. Konformacijska sprememba 
omogoči, da domeni prideta v neposredno bližino kar povzroči oksidacijo luciferina. 
 
Aktivnost kresničkine luciferaze smo normalizirali na aktivnost Renilla luciferaze. 48 h po 
transfekciji smo celicam odstranili gojišče in jih lizirali v 25 µl liznega pufra (Passive 
Lysis Buffer, Promega). V primeru uporabe razcepljenih proteaz smo celice lizirali ob 
različnih časovnih točkah po dodatku induktorja. Aktivnost, torej luminiscenco, 
kresničkine in Renilla luciferaze smo pomerili z luminometrom Orion II Microplate 
Luminometer (Berthold Technologies). Vsako transfekcijo smo znotraj enega 
eksperimenta ponovili 4-krat, to pomeni, da smo z enako mešanico plazmidov transfecirali 
4 luknjice na isti plošči. Na grafih so prikazane tako posamezne vrednosti v vsaki od 4 
luknjic kot standardna odstopanja med ponovitvami. Vsak eksperiment smo v celoti 
ponovili 3-krat.   
 
3.2.7 In situ merjenje aktivnosti razcepljene luciferaze 
Celice HEK293T smo nacepili, tako da je bilo v vsaki jamici 3*10
4
 celic. 18-24 h kasneje, 
pri preraščenosti 40-50 % smo celice transfecirali z mešanico plazmidov in 
transfekcijskega reagenta PEI. Za vsak µg plazmidne DNA smo dodali 6 µl 
transfekcijskega reagenta v koncentraciji 0,324 mg/ml (pH 7,5). 40-48 h po transfekciji, ko 
je bila preraščenost blizu 100 %, smo celicam medij odstranili in ga nadomestili z medijem 
kateremu smo dodali reagente za luciferazni test (DMEM, 10 % FBS, 2 mM ATP, 0,54 
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mM D-luciferin). Celice smo inkubirali 1 h pri temperaturi 21 °C. Aktivnost luciferaze 
smo merili z luminometrom Orion II Microplate Luminometer (Berthold Technologies). 
Najprej smo luminiscenco v izbranih jamicah merili 5 min (v ciklih po 23 s) in na ta način 
pridobili emisijo v odsotnosti induktorjev. Nato smo meritev prekinili (< 1 min), da smo 
celicam dodali induktorje (končna koncentracija rapamicina 3 µM ter abscizinske kisline 
100 µM). Po dodatku induktorjev smo merjenje nadaljevali v skupni dolžini vsaj 1 h. 
Aktivnost kresničkine luciferaze smo normalizirali na aktivnost Renilla luciferaze. Točne 
količine in mešanice plazmidov so navedene v Prilogi 3. 
 
3.2.8 In situ merjenje aktivacije transkripcije gena za luciferazo 
Celice HEK293T smo nacepili tako, da je bilo v vsaki jamici 2*10
4
 celic. 18-24 h kasneje, 
pri preraščenosti 20-30 % smo celice transfecirali z mešanico plazmidov in 
transfekcijskega reagenta PEI. Za vsak µg plazmidne DNA smo dodali 6 µl 
transfekcijskega reagenta v koncentraciji 0,324 mg/ml (pH 7,5). 24 h po transfekciji smo 
odstranili 90 µl medija in ga nadomestili s 50 µl svežega medija DMEM 10 % FBS ter 20 
µl medija z dodanimi reagenti za luciferazni test (DMEM, 10 % FBS, 27 mM koencim A, 
2 M DTT, 0,53 mM ATP, 14 mM D-luciferin). Aktivnost luciferaze smo merili z 
luminometrom Orion II Microplate Luminometer (Berthold Technologies). Najprej smo 
luminiscenco v izbranih jamicah merili 5 min (v ciklih po 23 s) in na ta način pridobili 
emisijo v odsotnosti induktorjev. Nato smo meritev prekinili (< 1 min), da smo celicam 
dodali induktor abscizinsko kislino (100 µM). Po dodatku induktorja smo z merjenjem 
nadaljevali 23 min. Nato smo celice vrnili v inkubator na 37 °C in v 5 % atmosfero CO2. 
Vsakih 20 min smo pomerili aktivnost luciferaze in jo normalizirali na aktivnost Renilla 
luciferaze. Točne količine in mešanice plazmidov so navedene v Prilogi 3. 
 
3.2.9 Prenos western in imunodetekcija 
Celice HEK293T smo nacepili na ploščice s 6 jamicami, tako da je bilo v vsaki jamici 5-
7*10
5
 celic. Naslednji dan, ko je bila preraščenost celic 50-70 %, smo celice transfecirali 
(8 µl PEI/1 µg DNA). Točne količine plazmidov so navedene v Prilogi 6. 48 h po 
transfekciji smo celice sprali s pufrom PBS in jih lizirali v pufru za lizo celic (40 mM Tris-
HCl (pH 8), 4 mM EDTA, 274 mM NaCl, 2 % Triton X-100), ki smo mu dodali mešanico 
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proteaznih inhibitorjev (Roche). Celice smo lizirali na ledu (20 min) in nato s 
centrifugiranjem odstranili njihove ostanke. Z reagentom BCA (Pierce) smo določili 
celotno koncentracijo proteinov v vzorcu. Proteine smo ločili s SDS-PAGE gelsko 
elektroforezo z uporabo 12 % gela (120 V, 90 min). V naslednjem koraku smo proteine iz 
gela prenesli na nitrocelulozno membrano Hybond ECL (GE Healthcare). Blokiranje 
membrane, vezavo protiteles ter spiranje membrane smo izvedli z iBind Flex Western 
device (Thermo Fisher) po navodilih proizvajalca. Sekundarna protitelesa smo zaznali z 
reagentom ECL (GE Healthcare) po navodilih proizvajalca. Primarna in sekundarna 
protitelesa so navedena v Tabela 3.  
Fink T. Logična vezja na osnovi razcepljenih ortogonalnih proteaz.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani 2019. 
 
31 
 
4 Rezultati 
Različni fizikalno-kemijski signali sprožijo signalne poti v celicah. Prenos signalov poteka 
s pomočjo proteinov in vključuje: i) senzorje, to so pogosto membranski proteini, ki 
zaznajo zunajcelične signale, jih spremenijo in prenesejo v notranjost celice, ii) posrednike 
signalne poti, ki znotrajcelični signal prenesejo, spremenijo in ojačajo, iii) odgovor 
oziroma katerikoli signal, ki je lahko v obliki uravnavanja prepisovanja genov, sproščanja 
učinkovin, aktivacije izbranih procesov, na primer preko kovalentne modifikacije 
proteinov, kot sta fosforilacija in proteoliza. Hiter odziv celice dosežejo s prenosom signala 
na osnovi proteinskih interakcij ali modifikacij proteinov, kar ne zahteva sinteze novih 
proteinov in tako omogoča odgovor že v nekaj sekundah ali največ nekaj minutah.  
 
4.1 Priprava ortogonalnih razcepljenih proteaz 
Za signalno pot smo potrebovali nabor več proteaz, ki morajo ustrezati naslednjim 
merilom: i) med sabo morajo biti ortogonalne, ii) aktivne pri fiziološkem pH in temperaturi 
37 °C, iii) imeti morajo visoko specifičnost do substrata, iv) ob čezmernem izražanju v 
sesalskih celicah ne smejo biti toksične, v) pripravimo jih lahko v obliki neaktivnih 
razcepljenih proteinov, ki ob sproženi dimerizaciji ponovno pridobijo katalitično aktivnost.  
 
4.1.1 Homologi proteaze TEVp 
Kot zelo obetavni kandidati so se izkazale NIa proteaze iz družine potyviridae, kamor 
spada tudi proteaza TEVp. Izbrali smo tri homologe proteaze TEVp, za katere so že znana 
prepoznavna mesta cepitve (Slika 8A), prav tako so za nekatere izmed njih že pokazali, da 
so ortogonalne
90
.   
 
Aktivnost proteaz smo preverili s poročevalskim proteinom ciklična luciferaza (cycLuc), ki 
v peptidnem povezovalcu vsebuje prepoznavno mesto za proteazo. CycLuc je neaktivna 
oblika luciferaznega poročevalca in pridobi encimsko aktivnost po proteolitični cepitvi 
(Slika 8B). V celicah HEK293T smo s kotransfekcijo vseh kombinacij proteaz in 
poročevalca cycLuc pokazali, da so vse izbrane proteaze aktivne v sesalskih celicah ter da 
je aktivnost vseh, z izjemo proteaze SuMMVp, popolnoma ortogonalna. Le proteaza 
Fink T. Logična vezja na osnovi razcepljenih ortogonalnih proteaz.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani 2019. 
 
32 
 
SuMMVp je z zmanjšano aktivnostjo cepila tudi poročevalec s cepitvenim mestom 
ESVSLQ'S, specifičnim za SbMVp (Slika 8C).   
 
4.1.2 Razcepljene proteaze 
Da bi lahko signalno pot nadzorovali z zunanjimi signali, smo morali izbrane proteaze 
zasnovati v obliki razcepljenih proteinov. Wehr in sodelavci so pripravili razcepljeno 
proteazo TEVp kot dva funkcionalno neaktivna fragmenta; N-konec (1-118 aminokislin) 
ter C-konec (119-242 aminokislin)
83
. V primeru, da sta bila cepljena dela proteaze hkrati 
izražena v fuziji z dimerizacijsko domeno, je po inducirani dimerizaciji prišlo do 
rekonstitucije in vzpostavitve katalitične aktivnosti proteaze TEVp. Iz tega sledi, da lahko 
aktivnost proteaze TEVp nadzorujemo in jo lahko uporabimo kot z ligandom inducibilno 
proteazo.  
 
 
Slika 8: Ortogonalnost proteaz. A) Cepitvena mesta izbranih homologov potivirusnih proteaz. Točno mesto 
cepitve pred Ser oziroma Ala je označeno z '. B) Shema poročevalskega proteina ciklična luciferaza. C) 
Ortogonalnost homolognih proteaz iz družine potyviridae v sesalskih celicah HEK293T na poročevalskem 
proteinu ciklična luciferaza s pripadajočim cepitvenim mestom.  
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V prvem koraku smo na podlagi kristalne strukture proteaze TEVp
83
 pripravili 3D-modele 
treh homologov (Slika 9). Prav tako smo s poravnavo aminokislinskih zaporedij proteaz 
ugotovili, da so aminokisline na mestu cepitve ohranjene med homologi. Tako smo po 
vzoru proteaze TEVp pripravili tri dodatne proteaze v obliki razcepljenih proteinov; N-
konec (1-118 aminokislin) ter C-konec (119-242 aminokislin).  
 
Cepljene fragmente proteaz smo pripravili v obliki fuzijskih proteinov s 
heterodimerizacijskimi domenami. Uporabili smo z rapamicinom inducibilne domene 
FKBP/FRB ter dimerizacijske domene ABI/PYL1, inducibilne z abscizinsko kislino. V 
celicah HEK293T smo preverili uspešnost kemijsko inducirane rekonstitucije razcepljenih 
proteaz in pokazali, da vse proteaze po inducirani dimerizaciji ponovno pridobijo 
katalitično aktivnost (Slika 10A).  
 
Slika 9: 3D modeli razcepljenih proteaz TEVp, PPVp, SbMVp ter SuMMVp na podlagi kristalne strukture 
TEVP (PDB 1LVB). nTEVp (1-118 ak) rožnata barva in cTEVp (199-242ak) rumena, nPPVp (1-118 ak) oranžna 
barva in cPPVp (199-242ak) modra, nSbMVp (1-118 ak) zelena barva in cSbMVp (199-242ak) vijolična ter 
nSuMMVp (1-118 ak) rdeča barva in cSuMMVp (199-242ak) cian.             
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Na osnovi teh rezultatov smo za nadaljnje delo uporabili proteazi TEVp in PPVp. Za 
signalne poti, kjer je bilo potrebnih več proteaz pa še proteazo SbMVp. Preverili smo tudi 
ortogonalnost razcepljenih proteaz TEVp in PPVp. V celicah HEK293T smo z uporabo 
poročevalca ciklična luciferaza potrdili, da sta proteazi ortogonalni tudi kadar sta 
pripravljeni v obliki razcepljenih proteinov (Slika 10B,C).  
 
 
Slika 10: Razcepljene proteaze iz družine potyviridae. A) Aktivnost razcepljenih proteaz po inducibilni 
dimerizaciji z rapamicinom v celicah HEK293T s poročevalskim proteinomciklična luciferaza in pripadajočim 
cepitvenim mestom. Sivi stolpci prikazujejo koncentracijsko odvisno dimerizacijo in aktivnost proteaz (0-70 
ng) 24 h po dodatku induktorja rapamicina. Beli stolpci prikazujejo aktivnost poročevalskega proteina brez 
dodatka rapamicina, oziroma prikazujejo aktivnost ne-cepljene proteaze (70 ng). Grafi prikazujejo relativne 
luciferazne enote normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE). B, C) Ortogonalnost razcepljenih 
proteaz TEVp in PPVp s poročevalskim proteinom ciklična luciferaza. 
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4.2 Obvite vijačnice z avtoinhibitorno domeno 
Pretvorbeni element signalne poti predstavlja set ortogonalnih obvitih vijačnic, ki smo jih 
zasnovali tako, da je interakcija med segmentom obvite vijačnice (tarčni segment) in 
segmentom v antiparalelni orientaciji (avtoinhibitorni segment), ki ima avtoinhibitorno 
funkcijo, šibkejša od interakcije s segmentom v paralelni orientaciji (kompetitor) (Slika 
11). Izpodrivanje intramolekularnega antiparalelnega segmenta obvite vijačnice, ki ima 
avtoinhibitorno vlogo, sproži proteolitska cepitev le-tega s specifično proteazo. Do sedaj so 
bili ločeno raziskani paralelni in antiparalelni dimeri obvitih vijačnic. Vendar je bilo za 
vzpostavitev signalne poti potrebno načrtovati vsaj dva dodatna nabora ortogonalnih 
obvitih vijačnic, od katerih lahko en segment tvori dimer s segmentom obvite vijačnice 
tako v antiparalelni kot v paralelni obliki. Pri tem smo morali dodatno upoštevati, da mora 
imeti antiparalelni segment obvite vijačnice tako šibko interakcijo do tarčnega segmenta 
obvite vijačnice, da je stabilen le, če je prisoten v isti polipeptidni verigi.  
 
 
4.2.1 Antiparalelne obvite vijačnice 
Z načrtovanjem dimernih paralelnih obvitih vijačnic ima naša raziskovalna skupine 
številne izkušnje
93,94,103,110
. Odločili smo se, da kot osnovo za načrtovanje antiparalelnih 
segmentov uporabimo že znane in dobro preučene pare paralelnih obvitih vijačnic (P3/P4 
ter P9/P10)
94
. Zasnova antiparalelnih segmentov je temeljila na obračanju 
aminokislinskega zaporedja paralelnih segmentov P4 in P10. Pri tem smo upoštevali 
 
Slika 11: Shematski prikaz od proteolize odvisnih obvitih vijačnic z avtoinhibitorno vlogo. Tarčni 
segment lahko tvori dimer v antiparalelni orientaciji z avtoinhibitornim segmentom ter po proteolitski 
cepitvi v paralelni orientaciji s kompetitorjem. 
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pravila za načrtovanje antiparalelne orientacije
111,112
. Tako smo zasnovali antiparalelna 
segmenta AP4 in AP10, ki vežeta P3 in P9 v antiparalelni orientaciji (Slika 12). 
 
Da bi preverili uspešnost dimerizacije novo načrtovanih antiparalelnih segmentov obvitih 
vijačnic, smo le-te pripravili v fuziji z razcepljenim poročevalskim proteinom luciferaza. 
Fragmenta poročevalskega proteina nimata encimske aktivnosti, vendar se poročevalskemu 
proteinu encimska aktivnost po inducirani dimerizaciji povrne. V primeru, da sta segmenta 
obvitih vijačnih uspešno dimerizirala se je poročevalskemu proteinu razcepljena luciferaza 
encimska aktivnost povrnila, kar smo lahko izmerili z luminometrom. Na tak način smo v 
celicah HEK293T s prehodno transfekcijo preverili tako uspešnost dimerizacije kot tudi 
ortogonalnost načrtovanih obvitih vijačnic. Z drugimi besedami, pri ortogonalnih obvitih 
vijačnicah lahko tvorijo segmenti obvitih vijačnic dimer le z načrtovanim segmentom 
obvite vijačnice. Pokazali smo, da antiparalelna segmenta tvorita dimer samo z 
načrtovanim parom, torej sta ortogonalna (Slika 13A). Prav tako smo pokazali, da je 
dimerizacija obvitih vijačnic P3 in AP4 koncentracijsko odvisna (Slika 13B). 
 
 
Slika 12: Načrtovanje antiparalelnih segmentov obvitih vijačnic. A) Aminokislinska zaporedja 
segmentov obvitih vijačnic. Rdeče so obarvani kisli aminokislinski ostanki, modro pa bazični. B) Specifične 
interakcije med aminokislinskimi ostanki v antiparalelni orientaciji (solni mostovi med g in g' ter med e in e' 
so prikazani s črtco črto). 
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4.2.2 Variacije obvitih vijačnic 
V načrtovani signalni poti imajo antiparalelni segmenti obvitih vijačnic funkcijo 
avtoinhibitorne domene. To pomeni, da mora imeti avtoinhibitorni segment obvite 
vijačnice tako močno interakcijo do para obvite vijačnice (tarčnega segmenta; Slika 11), da 
ga kompetitor ne more izpodriniti. Izpodrivanje intramolekularnega antiparalelnega 
segmenta obvite vijačnice, ki ima avtoinhibitorno vlogo, lahko sproži le specifična 
proteaza, ki cepi povezavo med segmentoma obvitih vijačnic. Iz tega sledi, da mora biti 
 
 
Slika 13: Antiparalelni segmenti obvitih vijačnic. A) Dimerizacija ter ortogonalnost antiparalelnih 
obvitih vijačnic P3/AP4 ter P9/AP10 s poročevalskim proteinom razcepljena luciferaza. Grafa prikazujeta 
aktivnost poročevalskega proteina razcepljena luciferaza v fuziji z obvitimi vijačnicami. B) Matrika 
koncentracijsko odvisne dimerizacije antiparalelnih obvitih vijačnic P3/AP4 s poročevalskim proteinom 
razcepljena luciferaza. A, B) Grafi prikazujejo relativne luciferazne enote normalizirane na najvišjo 
izmerjeno vrednost (nRLE).  
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interakcija avtoinhibitornega segmenta hkrati tako šibka, da le-ta po proteolitski cepitvi 
disociira oziroma mora imeti kompetitor močnejšo interakcijo do tarčnega segmenta, da 
lahko po proteolitski cepitvi izpodrine avtoinhibitorni segment (Slika 11). Slednje smo 
dosegli z zmanjšanjem stabilnosti interakcije v antiparalelnem dimeru. Moč interakcij med 
dimeri obvitih vijačnic lahko natančno uravnavamo s spremembami aminokislin na mestih 
b, c, f, ne da bi pri tem posegali v specifičnost in ortogonalnost interakcij
103
. Na mestih b in 
c smo bazične argininske ostanke zamenjali s polarnimi serinskimi in glutaminskimi in 
tako načrtovali variacije antiparalelnih segmentov s šibkejšo afiniteto, poimenovane mS 
(AP4mS) (Slika 14). Lastnosti paralelnih segmentov obvitih vijačnic, ki tvorijo šibkejše 
interakcije (P3mS ter P9mS) in so prav tako posledica zamenjave argininskih preostankov 
na mestih b in c, so že znane 
103,110
. 
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4.2.3 Vloga avtoinhibitornega segmenta 
Pokazali smo, da je dimerizacija obvitih vijačnic v antiparalelni orientaciji koncentracijsko 
odvisna (Slika 13). Prav tako je koncentracijsko odvisno tudi izpodrivanje 
intramolekularnega antiparalelnega segmenta obvite vijačnice po proteolitski cepitvi (Slika 
15). Skladno s tem obstaja široko koncentracijsko okno, kjer je interakcija tarčnega 
segmenta z avtoinhibitornim segmentom dovolj močna, da ob odsotnosti signala 
(proteolitska cepitev) prepreči izpodrivanje kompetitorja in hkrati dovolj šibka, da po 
proteolitski cepitvi omogoča njegovo dimerizacijo s tarčnim segmentom obvite vijačnice 
(Slika 11, Slika 15).  
 
Slika 14: Variacije antiparalelnih segmentov. A) Aminokislinsko zaporedje segmentov obvitih vijačnic. 
Rdeče so obarvani kisli aminokislinski ostanki, modro pa bazični. Mutacije, ki smo jih uvedli v izvirne 
segmente obvitih vijačnic P3, AP4 in P9 so podčrtane in obarvane rožnato. B) Specifične interakcije med 
aminokislinskimi ostanki v antiparalelni orientaciji (solni mostovi med g in g' ter med e in e') so prikazane s 
črtkano črto. 
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Slika 15: Avtoinhibitorna vloga obvitih vijačnic. A) Shematski prikaz od proteolize odvisnih obvitih 
vijačnic z avtoinhibitorno vlogo. B) Titracija segmenta obvite vijačnice, ki lahko po proteolitski cepitvi 
izpodrine avtoinhibitorni segment. Sivi stolpci prikazujejo dimerizacijo obvitih vijačnic po proteolitski 
cepitvi, beli stolpci pa inhibicijo antiparalelnega segmenta brez dodane proteaze TEVp. C) Matrika 
koncentracijsko odvisne dimerizacije obvitih vijačnic po proteolitski cepitvi avtoinhibitornega segmenta v 
sesalskih celicah HEK293T, v katerih je zapis za proteazo TEVp. B, C) Grafi prikazujejo relativne 
luciferazne enote, normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
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4.3 Logična vezja 
Avtoinhibitorno vlogo antiparalelnega segmenta obvite vijačnice so prikazali že 
Shekhawat in sod. na primeru in vitro proteaznega senzorja
99
. Cepitveno mesto za proteaze 
so uvedli v zanko med antiparalelnima dimeroma (Slika 6), kar omogoča izvajanje 
omejenega seta logičnih funkcij (A, B, AND, OR, XNOR, AimplyB ter BimplyA), ne pa 
tudi logičnih funkcij negacije. Uvedba dodatnega cepitvenega mesta na povezovalnem 
segmentu med segmentom obvite vijačnice in funkcionalno domeno (Slika 16) pa nam je 
omogočila izvajanje logičnih funkcij, ki se s proteolitsko cepitvijo inaktivirajo (NOT A, 
NOT B, AnimplyB, BnimplyA, NOR, XOR ter NAND). Tako zasnovani interakcijski 
moduli, ki obsegajo cepitev na različnih položajih, so predstavljali zadosten nabor za 
izvedbo vseh binarnih Boolovih logičnih operacij v sesalskih celicah.  
 
 
Logične funkcije A, B, NOT A ter NOT B vsebujejo cepitveno mesto za eno proteazo, 
torej so odvisne od delovanja le ene proteaze. Funkciji A in B vsebujeta cepitveno mesto 
med obvitima vijačnicama, funkciji NOT A in NOT B pa vsebujeta cepitveno mesto v 
povezovalnemu segmentu med segmentom obvite vijačnice in funkcionalno domeno 
(luciferazo). Cepitev proteaze povzroči disociacijo fragmenta poročevalskega proteina in 
deaktivacijo izhodnega signala (Slika 17A, B). Funkciji A in B vsebujeta cepitveno mesto 
za proteaze v zanki med antiparalelnima dimeroma in se s proteolizo aktivirata. V tem 
primeru cepitev povzroči disociacijo avtoinhibitornega fragmenta in dimerizacijo 
poročevalskega proteina (Slika 17C, D). 
 
Slika 16: Shematski prikaz osnovnih komponent logičnih funkcij. A) Princip delovanja logičnih 
funkcij, ki se s proteolizo aktivirajo. B) Princip delovanja logičnih funkcij negacije.  
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Vse ostale logične funkcije so odvisne od prisotnosti obeh signalov, torej od delovanja 
obeh proteaz. Funkcija konjunkcije IN (ang. »AND«) se aktivira samo, kadar sta prisotna 
oba signala, saj je sestavljena iz dveh modulov z avtoinhibitorno domeno. Vsak od teh 
modulov v zanki med antiparalelnima dimeroma vsebuje cepitveno mesto za izbrano 
proteazo (Slika 18A). Z uvedbo cepitvenih mest v oba povezovalna segmenta, med 
segmentom obvite vijačnice in funkcionalno domeno, smo izvedli funkcijo negacije NOR, 
kjer je izhod funkcije 0, kadar je prisoten vsaj en signal. Torej se funkcija NOR deaktivira 
ob prisotnosti vsaj ene proteaze (Slika 18B). Za izvedbo funkcije disjunkcije ALI (ang. 
 
Slika 17: Odziv logičnih funkcij, odvisnih od delovanja ene proteaze v sesalskih celicah HEK293T. A) 
Logična funkcija negacije NOT A vsebuje cepitveno mesto za proteazo TEVp, (B) funkcija NOT B pa za 
proteazo PPVp, v povezovalnem segmentu med segmentom obvite vijačnice in funkcionalno domeno. C, D) 
Funkcija A in B se s proteolizo aktivirata. Cepitveno mesto za proteaze vsebujeta v zanki med 
antiparalelnima dimeroma, funkcija A za proteazo TEVp, funkcija B pa za proteazo PPVp. A-D) Simbol 
škarij cian barve predstavlja proteazo PPVp, škarje magenta barve pa proteazo TEVp. Grafi prikazujejo 
relativne luciferazne enote normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
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»OR«) smo konstrukcijski modul preoblikovali, tako da je v isti zanki med antiparalelnima 
dimeroma vseboval dve cepitevni mesti za izbrani proteazi (Slika 18C). Torej obratno od 
funkcije NOR, pri funkciji OR prisotnost vsaj ene proteaze aktivira izhodni signal. 
 
 
Za funkcije negacije implikacije (ang. »NIMPLY«) je značilno, da se izhodni signal 
aktivira samo kadar je eden od vhodnih signalov prisoten, drugi pa ne. To pomeni, da se en 
modul s proteolizo aktivira in drugi modul v funkciji s proteolizo inaktivira. Funkciji 
NIMPLY združujeta cepitev v zanki med antiparalelnima dimeroma, kar izhodni signal 
aktivira ter cepitev v povezovalnem segmentu med segmentom obvite vijačnice in 
funkcijsko domeno, kar pa izhodni signal deaktivira (Slika 19).   
 
Slika 18: Logične funkcije AND, NOR ter OR v sesalskih celicah HEK293T. A) Logična funkcija AND 
vsebuje dva modula z avtoinhibitorno domeno in cepitvenim mestom za obe proteazi. B) Funkcija NOR 
vsebuje cepitveni mesti za obe proteazi v povezovalnem segmentu med segmentoma obvitih vijačnic in 
funkcionalnima domenama. C) Logično vezje OR vsebuje cepitveni mesti za obe proteazi v isti zanki med 
antiparalelnima dimeroma. A-C) Simbol škarij cian barve predstavlja proteazo PPVp, škarje magenta barve 
pa proteazo TEVp. Grafi prikazujejo relativne luciferazne enote, normalizirane na najvišjo izmerjeno 
vrednost (nRLE).  
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Logične funkcije implikacije (ang. »IMPLY«), negacije konjunkcije NAND, funkcijo 
izključujoči ALI (ang. »XOR«) ter funkcijo ekvivalence (ang. »XNOR«) smo izvedli z 
združevanjem enostavnejših funkcij. Pri tem smo uporabili dva ortogonalna nabora obvitih 
vijačnic in enostavne funkcije združevali, tako da se izhodni signal ni sešteval, ampak je 
bil odvisen le od ene funkcije naenkrat. Tako smo funkcijo XOR dobili s kombinacijo 
funkcij A NIMPLY B v povezavi z ortogonalno funkcijo B NIMPLY A (Slika 20A) in 
funkcijo XNOR s kombinacijo funkcije AND ter ortogonalne funkcije NOR (Slika 20B). S 
kombinacijo funkcije B NIMPLY A ter ortogonalne funkcije NOT B smo izvedli funkcijo 
NAND (Slika 20C). Sestavljena funkcija A IMPLY B sestoji iz funkcije AND ter 
ortogonalne funkcije NOT A (Slika 20D), medtem ko smo logično funkcijo B IMPLY A 
sestavili iz funkcije A ter ortogonalne funkcije NOR (Slika 20E). 
 
Slika 19: Logična vrata NIMPLY v sesalskih celicah HEK293T. A) A nimply B vsebuje cepitveno 
mesto za proteazo PPVp v povezovalni zanki med segmentom obvite vijačnice in funkcionalno domeno 
ter cepitveno mesto za proteazo TEVp v zanki med antiparalelnima dimeroma. B) B nimply A pa je 
zgrajen ravno obratno, s proteazo PPVp se aktivira, s proteazo TEVp pa deaktivira. A, B) Simbol škarij 
cian barve predstavlja proteazo PPVp, škarje magenta barve pa proteazo TEVp.  Grafi prikazujejo 
relativne luciferazne enote, normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
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Slika 20: Sestavljene logične funkcije v sesalskih celicah HEK293T. A) Funkcija XOR je sestavljena 
iz funkcije A nimply B ter ortogonalne funkcije B nimply A. B) Funkcija XNOR sestoji iz funkcije AND 
ter ortogonalne funkcije NOR. C) S kombinacijo funkcij B nimply A ter ortogonalne funkcije NOT B 
smo dobili funkcijo NAND. D) Funkcija A imply B je sestavljena iz funkcije AND ter ortogonalne 
funkcije NOT A. E) Sestavljena funkcija B imply A sestoji iz funkcije A ter ortogonalne funkcije NOR. 
A-E) Simbol škarij cian barve predstavlja proteazo PPVp, škarje magenta barve pa proteazo TEVp. Grafi 
prikazujejo relativne luciferazne enote, normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
 
Fink T. Logična vezja na osnovi razcepljenih ortogonalnih proteaz.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani 2019. 
 
46 
 
Na primeru funkcije AND, kjer je izhodni signal odvisen od prisotnosti obeh vhodnih 
signalov, smo pokazali široko simetrično koncentracijsko območje delovanja obeh vhodnih 
signalov (Slika 21). 
 
4.4 Združevanje logičnih vezij v vzporedne in zaporedne reakcije 
Signalno pot smo načrtovali, tako da je razširljiva in modularna. Zato smo za vhodne in 
izhodne signale izbrali enake komponente, saj to omogoča, da logična vezja združujemo v 
vzporedne in zaporedne reakcije. To pomeni, da lahko izhode logičnih vrat povežemo na 
vhode drugih logičnih vrat in tako gradimo bolj kompleksna logična vezja. Pri 
večnivojskih logičnih vezjih je izhodni signal razcepljena proteaza, ki služi kot vhodni 
signal za naslednji nivo logičnega vezja in tako nadzoruje delovanje proteze na drugem 
nivoju, le-ta pa nadzoruje izhodni signal.  
 
Pri rekonstituciji razcepljenih proteinov je celokupna interakcijska energija seštevek 
interakcije dimerizacijskih domen ter intrinzične interakcije med razcepljenima 
fragmentoma proteaze ali poročevalca. V primeru, da si razcepljeni fragmenti delijo veliko 
interakcijsko površino in imajo močno intrinzično afiniteto vezave, lahko razcepljeni 
fragmenti v principu dimerizirajo tudi v primeru zaprtega stanja (''OFF state''). Slednje smo 
 
Slika 21: Koncentracijsko delovanje obeh proteaz na primeru logične funkcije AND v sesalskih 
celicah HEK293T. A) Shematski prikaz konstruktov, uporabljenih za določevanje koncentracijskega 
območja delovanja proteaz na primeru logične funkcije AND. B) Matrika odziva funkcije AND pri 4 
različnih količinah proteaz in konstantni količini konstruktov za logično funkcijo AND. Relativne 
luciferazne enote so normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
 
Fink T. Logična vezja na osnovi razcepljenih ortogonalnih proteaz.  
Doktorska disertacija. Ljubljana. Univerza v Ljubljani 2019. 
 
47 
 
zaznali, kadar je bila rekonstitucija razcepljene proteaze odvisna od dimerizacije obvitih 
vijačnic z avtoinhibitorno domeno, saj v tem primeru avtoinhibicija z obvitimi vijačnicami 
ni bila dovolj močna, da bi preprečila vezavo razcepljene proteaze. Temu problemu smo se 
izognili s fuzijo katalitsko neaktivnega fragmenta
113
 razcepljene proteaze z 
avtoinhibitornim segmentom obvite vijačnice, s čimer smo izenačili prispevek intrinzične 
energije razcepljenih fragmentov med zaprtim (''OFF state'') in odprtim stanjem (''ON 
state'') in na ta način zmanjšali neinducirano oz. spontano dimerizacijo razcepljenih proteaz 
(Slika 22A).  
 
4.4.1 Proteazna kaskada 
Razcepljeno proteazo TEVp smo pripravili v fuziji z obvitimi vijačnicami z 
avtoinhibitorno domeno. Pri tem je avtoinhibitorni segment antiparalelnega dimera 
vseboval fragment katalitično neaktivne proteaze, v zanki med antiparalelnima dimeroma 
pa je bilo cepitveno mesto za proteazo SbMVp (Slika 22). Po proteolitski cepitvi s 
proteazo SbMVp je paralelni dimer obvite vijačnice s katalitsko aktivnim fragmentom 
proteaze TEVp izpodrinil avtoinhibitorni segment s katalitsko neaktivnim fragmentom 
proteaze TEVp, kar je povzročilo rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp (Slika 22). 
 
 
 
Slika 22: Proteazna kaskada. A) Shematski prikaz proteazne kaskade. Avtoinhibitorni segment 
vsebuje katalitično neaktivni fragment proteaze TEVp, na shemi označeno z *, s čimer smo preprečili 
nespecifično dimerizacijo razcepljenih proteaz. B) Odziv proteazne kaskade ob prisotnosti oziroma 
odsotnosti vhodnega signala, proteaze SbMVp. Graf prikazuje relativne luciferazne enote, 
normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
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4.4.2 Inverter 
Kombinacija dveh proteaz PPVp in TEVp nam je omogočila načrtovanje enostavnega 
proteaznega inverterja. Celično vezje smo sestavili s kombinacijo z rapamicinom 
inducibilne razcepljene proteaze PPVp (vhodna proteaza) in s proteazo PPVp inaktivirane 
razcepljene proteaze TEVp. Kot izhodni signal smo uporabili razcepljeno luciferazo v 
fuziji z od proteolize odvisnimi obvitimi vijačnicami (Slika 23). To pomeni, da ostane v 
primeru zaprtega stanja vhodna proteaza PPVp neaktivna, posledično ostane proteaza 
TEVp aktivna in odcepi fragmente luciferaze iz obvitih vijačnic ter tako inaktivira izhodni 
signal. Dodatek rapamicina je povzročil dimerizacijo proteaze PPVp, le-ta je inaktivirala 
proteazo TEVp, kar je povzročilo, da je izhodni signal ostal aktiven. Odziv izhodnega 
signala je bil primerljiv z izhodnim signalom ob dodatku cele, neinducibilne proteaze 
PPVp (Slika 23).   
 
 
Širok nabor razcepljenih ortogonalnih proteaz nam je omogočil konstrukcijo celičnega 
vezja z dvema nivojema negacije. Dvojni inverter smo zasnovali iz dveh naborov 
paralelnih ortogonalnih obvitih vijačnic ter treh ortogonalnih razcepljenih proteaz. Vhod 
celičnega vezja predstavlja z rapamicinom aktivirana razcepljena proteaza SbMVp. Prvi 
nivo vezja vključuje s SbMVp inaktivirano razcepljeno proteazo PPVp, drugi nivo pa s 
PPVp inaktivirano razcepljeno proteazo TEVp. Izhod celičnega vezja je od proteaze TEVp 
 
Slika 23: Proteazni inverter. Z rapamicinom inducibilna proteaza PPVp nadzoruje proteazo TEVp, 
aktivnost oziroma neaktivnost proteaze TEVp pa nadzoruje izhodni signal, razcepljeno luciferazo. Graf 
prikazujeje relativne luciferazne enote, normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
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odvisen ciklični luciferazni poročevalec (Slika 24). V zaprtem stanju (''OFF state'') je 
končna proteaza sistema neaktivna, saj je ob odsotnosti vhodnega signala prva proteaza 
(SbMVp) neaktivna, posledično je aktivna proteaza v prvem nivoju (PPVp), ki na drugem 
nivoju odcepi fragmente proteaze TEVp iz obvitih vijačnic, to pa proteazo TEVp 
inaktivira. Prisotnost vhodnega signala povzroči dimerizacijo proteaze SbMVp, ki na 
prvem nivoju odcepi fragmente proteaze PPVp iz obvitih vijačnic, kar proteazo PPVp 
inaktivira. Temu sledi, da je na drugem nivoju aktivna proteaza TEVp, ki aktivira izhod 
celičnega vezja (Slika 24). Odziv dvojnega inverterja se je skladal s pričakovanji, da se 
sistem aktivira le v prisotnosti vhodnega signala rapamicina, ki je omogočil dimerizacijo 
vhodne proteaze (SbMVp).  
 
 
  
 
Slika 24: Dvojni proteazni inverter v sesalskih celicah HEK293T. Dvojni inverter vključuje tri 
razcepljene ortogonalne proteaze in poročevalski protein ciklična luciferaza. Vhodni signal, razcepljena 
proteaza SbMVp nadzoruje aktivnost proteaze PPVp na prvem nivoju, le-ta pa aktivnost proteaze TEVp na 
drugem nivoju. Graf prikazujeje relativne luciferazne enote, normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost 
(nRLE).  
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4.5 Kinetika delovanja proteinskih logičnih vezij 
4.5.1 Hitrost dimerizacije različnih heterodimerizacijskih domen 
Z ligandom inducibilna dimerizacija omogoča hitro in specifično rekonstitucijo ter 
ponovno aktivacijo razcepljenih proteinov ob dodatku majhne molekule. Poleg dobro 
poznanih heterodimerizacijskih domen FKBP in FRB, ki dimerizirata v prisotnosti 
rapamicina, smo uporabili še z abscizinsko kislino inducibilni heterodimerizacijski domeni 
ABI in PYL1.  
 
Dimerizacijske domene imajo različno kinetiko odziva na različne ligande, za kar je lahko 
vzrok tudi različna hitrost difuzije ligandov skozi celično membrano
19
. V prvem koraku 
smo zato analizirali kako različne količine dimerizacijskih domen ter različne količine 
induktorjev vplivajo na hitrost dimerizacije. Uporabili smo razcepljeno proteazo TEVp v 
fuziji s FKB/FRB in ABI/PYL1 ter poročevalski protein razcepljena luciferaza v fuziji z 
obvitimi vijačnicami z avtoinhibitorno domeno. Dimerizacija razcepljene luciferaze je bila 
odvisna od proteolitske cepitve avtoinhibitornega segmenta obvite vijačnice. Pokazali smo, 
da je dimerizacija z abscizinsko kislino hitrejša od dimerizacije z rapamicinom. Primerljiv 
kratkoročni odziv obeh sistemov smo dobili s kompenzacijo na račun količine 
heterodimerizacijskih domen, saj smo pri uporabi induktorja rapamicina omejeni, ker je ta 
v višjih koncentracijah toksičen za sesalske celice (Slika 25). 
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Slika 25: Kinetika dimerizacije z ligandom inducibilnih heterodimerizacijskih domen. A) Hitrost 
odziva od abscizinske kisline odvisnih heterodimerizacijskih domen ABI/PYL1 pri različnih količinah 
dimerizacijskih domen ter različnih koncentracijah induktorja. B) Hitrost odziva od rapamicina odvisnih 
heterodimerizacijskih domen FKBP/FRB pri različnih količinah dimerizacijskih domen ter različnih 
koncentracijah induktorja. C) Matrika dimerizacije obeh sistemov 15 min po dodatku induktorja 
rapamicina oziroma abscizinske kisline. Temno rdeča barva ustreza večji relativni luciferazni aktivnosti. 
Grafi prikazujejo relativne luciferazne enote, normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
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4.5.2 Hitrost odziva logičnih vezij 
Odziv logičnih vezij smo spremljali v časovnem intervalu od 15-120 min po dodatku 
induktorjev. Hitrost logičnih vezij smo testirali na primeru funkcij, ki se aktivirajo s 
proteolizo. Izbrali smo si funkcijo, ki se aktivira samo ob prisotnosti enega signala 
(funkcija B), kot tudi funkcije, katerih aktivnost je odvisna od prisotnosti obeh signalov 
(logični funkciji AND ter OR). Za vse naštete funkcije smo pokazali, da se specifično in 
statistično značilno odzovejo že ob prvi meritvi, to je le 15 min po dodatku induktorjev 
rapamicina ter abscizinske kisline (Slika 26). 
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4.5.3 Primerjava hitrosti odziva proteinskih logičnih vezij z regulacijo 
izražanja genov 
Glavna prednost signalnih poti na osnovi proteinskih interakcij in modifikacij v primerjavi 
s signalnimi potmi na osnovi regulacije prepisovanja genov je zmožnost hitrega odziva. 
 
 
Slika 26: Hitrost odziva logičnih funkcij AND, B ter OR.  A) Shema delovanja inducibilnih logičnih 
vezij AND, B in OR. B) Odziv logičnih vezij v časovnem intervalu od 15 min do 120 min. C) Odziv 
logičnih vezij 15 min po dodatku induktorjev. Sivi stolpci prikazujejo odziv logičnih vezij brez dodatka 
induktorjev, cian ob dodatku rapamicina, rožnati ob dodatku abscizinske kisline, odziv logičnih vezij ob 
dodatku obeh induktorjev pa prikazujejo črni stolpci. B, C) Grafi prikazujejo relativne luciferazne enote, 
normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).  
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Primerjali smo hitrost odziva regulacije prepisovanja gena za poročevalski protein 
luciferaza ter kinetiko aktivacije poročevalskega proteina luciferaza s proteazami TEVp in 
PPVp, ki jih inducirajo enaki ligandi. Gen za poročevalski protein luciferaza je bil pod 
kontrolo minimalnega promotorja. Na mesto pred promotor smo usmerili protein dCas9 v 
fuziji z dimerizacijsko domeno ABI, domeno PYL1 pa smo pripravili v fuziji z močnim 
aktivatorjem prepisovanja genov VPR. Indukcija z abscizinsko kislino je povzročila 
dimerizacijo domen ABI/PYL1 in posledično aktivacijo prepisovanja gena za reporterski 
protein luciferaza (Slika 27). Vzporedni poskus aktivacije luciferaze s proteolizo smo 
izvedli z razcepljenimi proteazami v fuziji z domenami FKBP/FRB in ABI/PYL1 ter 
reporterjem ciklična luciferaza, ki je zasnovan tako, da se s proteolizo aktivira. V primeru 
aktivacije prepisovanja genov smo odziv zaznali 2 h po dodatku induktorjev. Primerljivo 
aktivnost luciferaze smo pri aktivaciji s proteolizo zaznali že 5 min po dodatku induktorja 
(Slika 27).  
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4.6 Robustnost proteinskih logičnih vezij 
4.6.1 Proteinska logična vezja v drugih celičnih linijah 
Načrtovano signalno pot smo želeli preizkusiti v različnih vrstah celic. Predvidevali smo, 
da signalna pot tudi v teh celicah ne bo interferirala z obstoječimi celičnimi procesi, saj 
deluje neodvisno od endogenih signalnih poti. Univerzalnost proteinskih logičnih vezij 
smo dokazali na primeru funkcije AND v celičnih linijah NIH3T3, CHO ter Neuro 2a 
(Slika 28). Odziv funkcije AND v različnih celičnih linijah je bil primerljiv, kar je v skladu 
s pričakovanji.   
 
Slika 27: Primerjava hitrosti odziva proteinskih celičnih vezij s hitrostjo odziva regulacije 
prepisovanja genov v sesalskih celicah HEK293T. A) Shematski prikaz aktivacije reporterskega 
proteina ciklična luciferaza s proteolizo ter aktivacije prepisovanja genov z močnim aktivatorjem 
transkripcije, VPR. B) Neprekinjeno spremljanje odziva aktivacije transkripcije (črne pike) ter aktivacije 
s proteolizo (rožnata ter cian). Siva barva predstavlja odziv aktivacije s proteolizo brez dodatka 
induktorja. Grafa prikazujeta relativne luciferazne enote, normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost 
(nRLE).     
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4.6.2 Uporaba dodatnih proteaz v načrtovani signalni poti 
Družina potivirusnih proteaz obsega več deset proteaz, ki bi jih verjetno tudi lahko 
uporabili v proteinskih logičnih vezjih. Poleg tega lahko signalno pot prilagodimo, da se 
odzove na skoraj katerikoli signal, ki ga lahko povežemo s specifično proteolitsko 
aktivnostjo. To smo pokazali z uporabo proteaze virusa človeške imunske pomanjkljivosti 
1 (HIV-1)
114
 v funkciji NIMPLY. Funkcija NIMPLY ima vgrajeno varnostno stikalo, saj se 
izhodni signal z eno proteazo aktivira in z drugo deaktivira neodvisno od prisotnosti 
prvega signala. Ob prisotnosti proteaze HIV-1 se je izhodni signal aktiviral, medtem ko se 
je ob prisotnosti proteaze PPVp izhodni signal deaktiviral kljub prisotnosti proteaze HIV-1 
(Slika 29). 
 
Slika 28: Proteinska logična vrata AND v drugih celičnih linijah. Odziv logične funkcije AND v 
celičnih linijah NIH3T3, CHO ter Neuro 2A. Grafi prikazujejo relativne luciferazne enote normalizirane 
na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).     
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4.6.3 Vpliv induktorjev rapamicina in abscizinske kisline na izražanje 
razcepljenih proteaz in poročevalskega proteina luciferaza 
Preverili smo, ali dodatek rapamicina in abscizinske kisline vpliva na izražanje proteinov. 
Sistem heterodimerizacije z abscizinsko kislino izvira iz rastlin in je nesoroden 
uporabljenim sesalskim in mišjim celičnim linijam, po drugi strani pa je sistem 
dimerizacije z rapamicinom sesalskega izvora in bi lahko rapamicin z vezavno na endogeni 
mTOR vplival na endogene celične procese in izražanje tarčnih proteinov.  
 
Slika 29: Logično vezje B nimply A s proteazo HIV-1 ter PPVp. Vhodna signala za logično vezje B 
nimply A sta proteaza HIV-1, ki izhodni signal aktivira, ter proteaza PPVp, ki izhodni signal deaktivira 
kljub prisotnosti proteaze HIV-1. Cepitveno mesto proteaze HIV-1 je SQVSQNYPIVQNLQ. Graf 
prikazuje relativne luciferazne enote normalizirane na najvišjo izmerjeno vrednost (nRLE).     
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V celicah HEK293T smo preverili vpliv induktorjev na izražanje modulov za proteinska 
logična vezja ter na razcepljene proteaze. Testirali smo največje uporabljene količine 
rapamicina in abscizinske kisline, to je 3 M rapamicin ter 100 M abscizinska kislina ter 
preverili izražanje ob različnih časovnih točkah po dodatku induktorjev (0 min – 120 min). 
Z imunodetekcijo proteinov smo pokazali, da dodatek rapamicina (3 M) ter abscizinske 
kisline (100 M) ne vpliva na izražanje tarčnih proteinov v sesalskih celicah (Slika 30, 
Slika 31) 
 
 
Slika 30: Vpliv induktorjev na izražanje modulov za proteinska logična vezja. Celice HEK293T, 
transficirane s plazmidnimi konstrukti z zaporedjem za razcepljeno luciferazo, smo inducirali z 
rapamicinom, ABA, obema induktorjema oziroma jih nismo inducirali. Ob navedenih časovnih točkah (0 h, 
1 h, 2h) smo celice lizirali in preverili izražanje razcepljene luciferaze z imunodetekcijo. Prazen plazmid 
pcDNA3 smo uporabili kot negativno kontrolo.  
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Slika 31: Vpliv induktorjev na izražanje razcepljenih proteaz. Celice HEK293T, transficirane s 
plazmidnimi konstrukti z zaporedjem za razcepljeno proteazo TEVp (A) ter PPVp (B), smo inducirali z 
rapamicinom, ABA, obema induktorjema oziroma jih nismo inducirali. Ob navedenih časovnih točkah (0 
h, 1 h, 2h) smo celice lizirali in preverili izražanje razcepljene proteaze z imunodetekcijo. Prazen plazmid 
pcDNA3 smo uporabili kot negativno kontrolo. 
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5 Diskusija 
Nadzorovan celični odziv na izbran fizikalno-kemijski signal ima velik biotehnološki, 
terapevtski in znanstveni pomen. Sintetična celična vezja lahko načrtujemo na nivoju 
prepisovanja in prevajanja genov ali na nivoju proteinov. Večina do sedaj zasnovanih 
celičnih vezij temelji na spremembah izražanja genov, kar je lažje načrtovati, vendar je 
odzivni čas sorazmerno dolg in ni primeren za številne aplikacije, ki zahtevajo odziv na 
spremembe v okolju v nekaj minutah. Celični procesi, ki zahtevajo hiter odziv, kot so npr. 
sproščanje nevrotransmitorjev ali koagulacijska kaskada, uporabljajo signalno transdukcijo 
na osnovi modifikacij proteinov. To omogoča odziv celic v sekundah ali minutah, saj ne 
zahteva sinteze novih proteinov. Signalne poti na osnovi proteinov je težje načrtovati 
zaradi kompleksnosti številnih šibkih interakcij, ki prispevajo k stabilnosti proteinskih 
kompleksov. Slednje je verjetno glavni razlog, da so proteinska celična vezja do sedaj 
predstavljala nerešen izziv sintezne biologije. 
 
Primarni cilj doktorske naloge je bil načrtovanje nove signalne poti v sesalskih celicah, ki 
se bo na zunanje signale odzvala hitro, največ v nekaj minutah, in ne po nekaj urah, kar 
zmorejo dosedanji sistemi, ki temeljijo na genski regulaciji. Signalno pot, ki omogoča hiter 
odziv, smo zasnovali na proteinskih interakcijah z obvitimi vijačnicami ter modifikacijah 
proteinov s proteolizo. V ta namen smo v prvem koraku načrtovali dva seta ortogonalnih 
obvitih vijačnic z avtoinhibitorno domeno ter tako razširili nabor ortogonalnih razcepljenih 
proteaz. 
 
5.1 Sestavni moduli proteinskih celičnih vezij: virusne proteaze ter 
obvite vijačnice 
Hitri celični procesi za signalno transdukcijo navadno uporabljajo fosforilacijo, ki je ne le 
hitra, ampak tudi reverzibilna. Vendarle je načrtovanje specifičnosti kinaz v smeri, da bi 
bile ortogonalne obstoječim celičnim procesom, zelo zahtevno. Poznamo pa kar nekaj 
primerov signalnih poti, sproženih s proteolizo, kot sta npr. s kaspazami posredovana 
programirana celična smrt
115,116
 in koagulacijska kaskada strjevanja krvi
117–119
.  
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5.1.1 Potivirusne proteaze 
Virusne proteaze imajo visoko specifična prepoznavna mesta, saj morajo cepiti virusne 
poliproteine ne da bi vplivale na delovanje gostiteljske celice. V sintezni biologiji in 
biotehnologiji je najbolj znana proteaza TEVp, vendar je to le ena od tovrstnih proteaz, saj 
je družina proteaz, ki izvirajo iz rastlinskih virusov zelo široka. Poleg že omenjene 
proteaze TEVp smo identificirali več deset proteaz iz družine potyviridae z znanimi 
cepitvenimi zaporedji
120
. Izbrali smo tri homologe (proteaza PPVp, SbMVp ter SuMMVp), 
ki si s proteazo TEVp delijo 25 % identičnost v aminokislinskem zaporedju
88,121
. Pokazali 
smo: (i) da so vse tri proteaze aktivne v sesalskih celicah, (ii) da ob čezmernem izražanju 
za celice niso toksične ter, najbolj pomembno, (iii) da so med seboj ortogonalne. V prid 
uporabe proteaze TEVp in njenih homologov govori tudi dejstvo, da je bila proteaza TEVp 
že pripravljena v obliki razcepljenih proteinov. Prav tako je mesto, kjer so proteazo TEVp 
razcepili, ohranjeno med omenjenimi homologi. Skladno s tem smo na podlagi kristalne 
strukture proteaze TEVp pripravili 3D modele razcepljenih proteaz PPVp, SbMVp in 
SuMMVp in jih po vzoru proteaze TEVp pripravili v obliki neaktivnih razcepljenih 
fragmentov, ki se jim po inducirani dimerizaciji povrne aktivnost. V ta namen smo 
razcepljene fragmente proteaz pripravili v fuziji s heterodimerizacijskimi domenami 
FKBP/FRB, ki dimerizirata v prisotnosti rapamicina ali pa ABI/PYL1, katerih dimerizacija 
je pogojena s prisotnostjo abscizinske kisline. Vse tri proteaze smo uspešno pripravili v 
obliki neaktivnih razcepljenih fragmentov, ki se jim po inducirani dimerizaciji aktivnost 
povrne. S tem smo repertoar razcepljenih ortogonalnih proteaz razširili, kar bo uporabno 
tudi za druge raziskovalne skupine, saj so bile biotehnološke aplikacije doslej omejene 
skoraj izključno na proteazo TEVp.  
 
5.1.2 Obvite vijačnice 
Obvite vijačnice predstavljajo strukturni motiv, prisoten v številnih proteinih
122
. 
Sestavljene so iz dveh ali več polipeptidnih vijačnic, ki se ovijejo med seboj z značilno 
periodično heptadno ponovitvijo. Predstavljajo optimalni konstrukcijski modul, saj so 
relativno majhni peptidi in tako ne vplivajo na funkcijo proteina v fuziji, poleg tega tudi 
zelo dobro poznamo njihovo specifičnost vezave, ki temelji na kombinaciji hidrofobnih in 
elektrostatskih interakcij. Shekhawat in sodelavci so leta 2009 predstavili in vitro proteazni 
senzor z uporabo avtoinhibitornih obvitih vijačnic
99
. Proteazni senzor je bil sestavljen iz 
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razcepljenega poročevalskega proteina (N- in C-konec luciferaze), pri katerem sta bila oba 
dela razcepljenega poročevalskega proteina v fuziji s segmentoma obvite vijačnice, ki 
tvorita dimer. Dimerizacijo obeh verig je preprečeval segment antiparalelne obvite 
vijačnice (avtoinhibitorna domena), povezan s prepoznavnim mestom za proteazo TEVp. 
Ob proteolitični cepitvi je avtoinhibitorni segment disociiral in omogočil vezavo drugega 
segmenta obvite vijačnice z višjo afiniteto ter rekonstitucijo poročevalskega proteina. 
Predstavljeni sistem omogoča izvedbo logičnih operacij AND in OR, ne pa tudi funkcij 
negacije, kot sta na primer NOR in NAND. Proteazni senzor je odličen primer, kjer se 
prepletata uporaba proteolize ter uporaba proteinskih interakcij z obvitimi vijačnicami. 
Taka zasnova sistema pa žal ni dopuščala, da bi v celoti izkoristili potencial, ki ga ponujajo 
tako proteoliza kakor obvite vijačnice.  
 
Da bi obšli to pomanjkljivost, smo načrtovali dva seta obvitih vijačnic, od katerih en 
segment tvori dimer s segmentom obvite vijačnice v paralelni in antiparalelni orientaciji. 
Uporabili smo že znane paralelne obvite vijačnice P3/P4 ter P9/P10
94
 in antiparalelne 
segmente zasnovali z obračanjem aminokislinskega zaporedja paralelnih segmentov P4 in 
P10. Rezultat je bil nastanek antiparalelnih obvitih vijačnic AP4 in AP10, ki tvorita dimer s 
P3 in P9. V zanko med antiparalelnima dimeroma smo dodali cepitveno mesto za proteaze, 
oziroma smo cepitveno mesto umestili v povezovalni peptid med segmentoma obvite 
vijačnice in funkcionalne domene. Na ta način sta dimerizacija in prerazporeditev obvitih 
vijačnic postali odvisni od proteolize. Vloga antiparalelnih segmentov v naši signalni poti 
je preprečevanje dimerizacije s kompetitorjem, to je tretjim segmentom obvite vijačnice. 
Imajo torej funkcijo avtoinhibitorne vloge, kar pomeni, da je antiparalelni segment obvite 
vijačnice potrebno načrtovati tako, da ima do para obvite vijačnice (tarčnega segmenta) 
tako šibko afiniteto, da je stabilen le, kadar je prisoten v isti polipeptidni verigi. 
Izpodrivanje intramolekularnega antiparalelnega segmenta obvite vijačnice, ki ima 
avtoinhibitorno vlogo, sproži proteolitska cepitev le-tega s specifično proteazo. Pri tem 
mora imeti kompetitor, torej segment obvite vijačnice, ki po proteolitski cepitvi nadomesti 
avtoinhibitorno vijačnico, močnejšo interakcijo s tarčnim segmentom kot avtoinhibitorni 
segment. Medtem ko so lastnosti paralelnega para obvitih vijačnic že določili in vivo ter in 
vitro
93,110
, je bilo potrebno dimerizacijo in ortogonalnost antiparalelnih segmentov še 
dokazati. In vivo smo v celicah HEK293T, pokazali, da antiparalelni segment AP4 uspešno 
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dimerizira s segmentom P3, antiparalelni segment AP10 pa s segmentom obvite vijačnice 
P9. Dimerizacija je bila zelo specifična, kar pomeni, da so antiparalelni segmenti 
popolnoma ortogonalni med sabo. Po pričakovanju je bila dimerizacija odvisna od 
koncentracije. Koncentracijsko odvisno je bilo tudi izpodrivanje antiparalelnega segmenta 
po proteolitski cepitvi. Iz tega smo sklepali in tudi eksperimentalno dokazali, da obstaja 
koncentracijsko okno, kjer je interakcija z avtoinhibitornim segmentom tako močna, da ob 
odsotnosti proteolitske cepitve prepreči izpodrivanje s tretjim segmentom tudi, kadar je le-
ta v presežku. A hkrati je taista interakcija tako šibka, da po proteolitski cepitvi onemogoča 
ponovno dimerizacijo s tarčnim segmentom obvite vijačnice. 
 
5.2 Proteinska celična vezja 
Ligandi, ki povzročijo dimerizacijo razcepljenih proteaz, lahko služijo kot vhodni signal za 
logične operacije v sesalskih celicah. Kot so pokazali že Shekhawat in sodelavci
99
, 
cepitveno mesto za proteaze v zanki med antiparalelnima dimeroma omogoča izvajanje 
logičnih funkcij, ki se s proteolizo aktivirajo, ne pa tudi logičnih funkcij negacije. Z 
uvedbo dodatnega cepitvenega mesta v povezovalni segment med segment obvite vijačnice 
in funkcionalne domene pa smo omogočili izvedbo logičnih funkcij, ki se s proteolizo 
deaktivirajo. Tako zasnovani interakcijski moduli, ki obsegajo cepitev na različnih 
položajih, so predstavljali zadosten nabor za izvedbo vseh binarnih Boolovih logičnih 
operacij v sesalskih celicah.  
 
Preproste logične operacije A, B, NOT A in NOT B so odvisne od prisotnosti le enega 
signala. Pri tem se funkciji A in B ob prisotnosti signala (proteaze) aktivirata, funkciji 
NOT A in NOT B pa deaktivirata. Vse druge logične funkcije so odvisne od delovanja 
obeh proteaz. Funkcije AND, OR in NOR vsebujejo cepitvena mesta za proteaze bodisi v 
zanki med antiparalelnima dimeroma (AND in OR) bodisi v povezovalnem segmentu med 
segmentom obvite vijačnice ter funkcionalno domeno (NOR). Pri tem se funkcija AND 
aktivira samo, kadar sta prisotna oba signala, funkcija OR se aktivira ob prisotnosti ene ali 
druge ali obeh proteaz. Obratno od funkcije OR se funkcija NOR deaktivira ob prisotnosti 
vsaj ene proteaze. S kombinacijo obeh pristopov, torej cepitev v zanki in v povezovalnem 
segmentu z luciferaznimi podenotami, smo izvedli funkcije NIMPLY, IMPLY, XOR, 
XNOR ter NAND in tako dopolnili niz vseh 14 Boolovih logičnih operacij. Funkciji 
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NIMPLY sta zasnovani kot enostavni funkciji z enim setom obvitih vijačnic in se z eno 
proteazo aktivirata ter z drugo deaktivirata. Ostale logične operacije so zahtevale uvedbo 
dodatnega seta ortogonalnih obvitih vijačnic in so sestavljene iz enostavnejših funkcij. 
Funkcije smo sestavljali po principu, da se izhodni signal ni sešteval. Z združevanjem 
funkcije A NIMPLY B z obvitimi vijačnicami P3/P4/AP4 ter ortogonalne funkcije B 
NIMPLY A z obvitimi vijačnicami P9/P10/AP10 smo izvedli funkcijo XOR. S 
kombinacijo enostavnih funkcij AND in ortogonalne funkcije NOR smo izvedli funkcijo 
XNOR. Funkcijo A IMPLY B smo sestavili iz funkcije AND in ortogonalne funkcije NOT 
A, funkcijo B IMPLY A pa iz funkcije A ter ortogonalne funkcije NOR. S kombinacijo 
funkcije B NIMPLY A ter ortogonalne funkcije NOT B, smo s funkcijo NAND dopolnili 
niz vseh dvovhodnih Boolovih logičnih operacij. Za celoten nabor dvovhodnih logičnih 
funkcij smo potrebovali le 2 ortogonalni razcepljeni proteazi ter dva seta obvitih vijačnic z 
avtoinhibitorno domeno. 
 
5.2.1 Kompleksna logična vezja: proteazna kaskada in inverter 
Naša sintetična signalna pot je modularna in razširljiva. To pomeni, da poleg izvedbe vseh 
dvovhodnih binarnih logičnih funkcij omogoča tudi njihovo združevanje v vzporedne in 
zaporedne reakcije in kaskade, kar celici omogoča odziv na kombinacijo sprememb v 
okolju. Če je bil v eno nivojskih logičnih operacijah, kot posledica preureditve obvitih 
vijačnic in njihove dimerizacije, izhodni signal poročevalski protein luciferaza, pa lahko 
več nivojska logična vezja načrtujemo tako, da je izhodni signal prvega logičnega vezja 
razcepljena proteaza, ki je hkrati vhodni signal za naslednji nivo. Izhodni signal drugega 
logičnega vezja pa je poročevalski protein.  
 
V primeru izhodnega signala razcepljene proteaze smo se srečali s problemom, da 
avtoinhibicija z obvitimi vijačnicami ni bila dovolj močna, saj so proteaze razcepljene na 
način, da si razcepljeni fragmenti delijo veliko interakcijsko površino. Posledica tega je 
velika intrinzična afiniteta vezave med razcepljenima fragmentoma, kar rezultira v velikem 
puščanju sistema. Prispevek intrinzične afinitete med razcepljenima fragmentoma proteaze 
smo izničili s fuzijo katalitsko neaktivnega fragmenta na avtoinhibitorni segment obvite 
vijačnice in s tem občutno zmanjšali vpliv neinducirane dimerizacije razcepljenih proteaz. 
Na ta način smo pripravili proteazno kaskado, kjer je vhodna proteolitska cepitev 
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povzročila aktivacijo oziroma dimerizacijo naslednje proteaze. Prisotnost vhodnega 
signala, proteaze SbMVp, je povzročila prerazporeditev obvitih vijačnic in dimerizacijo 
proteaze TEVp, ki je naprej cepila in aktivirala izhodni signal, ciklično luciferazo. 
Proteazni inverter in dvojni proteazni inverter smo zasnovali po principu logične negacije 
in v tem primeru velika intrinzična afiniteta razcepljenih fragmentov proteaz ni povzročala 
težav, saj je inverter zasnovan tako, da v zaprtem stanju proteaze dimerizirajo. Prisotnost 
vhodnega signala (proteaze) povzroči cepitev oziroma deaktivacijo naslednje proteaze. 
Aktivnost oziroma neaktivnost te proteaze pa nadzoruje izhodni signal. Nabor več 
ortogonalnih proteaz nam je omogočal izvedbo treh stopenj kaskade oziroma dvojnega 
inverterja z dvema nivojema negacije, za katerega smo potrebovali tri razcepljene proteaze. 
Modularnost in razširljivost sistema smo uspešno demonstrirali s tremi stopnjami 
inducibilne kaskade, kar je zagotovo dodana vrednost načrtovane signalne poti. 
 
Glavna prednost proteinskih logičnih vezij v primerjavi z logičnimi vezji na osnovi 
regulacije prepisovanja genov je sposobnost hitrega odziva na spremembe v okolju. 
Končna hitrost odziva je odvisna od kinetike posameznih komponent sistema, saj imajo 
dimerizacijske domene različno kinetiko vezave ligandov, poleg tega pa je kinetika 
dimerizacije pogojena tudi s hitrostjo difuzije ligandov skozi celične membrane
18,123,124
. 
Znano je, da je od abscizinske kisline odvisna dimerizacija hitrejša od dimerizacije, 
posredovane z rapamicinom
19
, kar smo eksperimentalno potrdili tudi mi. Primerljiv 
časovni odziv, ki je pomemben za izvajanje logičnih operacij, smo dosegli s prilagajanjem 
količin heterodimerizacijskih domen. Hitrost signalne poti bi načeloma lahko pospešili tudi 
s količino induktorjev, vendar je rapamicin v večjih koncentracijah za sesalske celice 
toksičen, zato bi morda lahko uporabili tudi rapaloge (rapamicinske analoge), ki imajo 
manjšo afiniteto do endogenega kompleksa mTOR. Vseeno smo želeli, da je odziv tudi v 
kratkih časovnih intervalih kar se da močen, zato nismo želeli zmanjševati količine 
abscizinske kisline. Celice z enovhodnim logičnim vezjem, ki so odvisne od delovanja le 
ene proteaze (funkcija B), kot tudi dvovhodne funkcije (funkciji AND in OR) so se 
specifično odzvale na zunanje dražljaje le 15 minut po dodatku induktorja.  
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5.2.2 Hitrost odziva proteinskih logičnih vezij v primerjavi z regulacijo genov 
Primerjava odzivnega časa proteinskih logičnih vezij in regulacije prepisovanja genov je 
podprla trditev, da se proteinska celična vezja odzovejo nekaj velikostnih redov hitreje kot 
celična vezja na osnovi regulacije prepisovanja genov. Aktivacija prepisovanja genov je 
temeljila na regulaciji izražanja poročevalskega proteina luciferaza. Izražanje proteina je 
bilo odvisno od dodatka abscizinske kisline, saj je dimerizacija domen ABI/PYL1 na 
mesto pred minimalni promotor usmerila močen aktivator transkripcije, VPR. Odziv celic 
smo zaznali 2 h po dodatku induktorja, kar je znatno počasneje kot v primeru aktivacije s 
proteolizo, kjer smo primerljiv odziv celic zaznali že po 5 minutah.  
 
Modularnost sistema signalnih poti, pogojenih s proteolizo, omogoča načrtovanje in 
prilagajanje logičnih funkcij, kaskad ali inverterjev v želeni aplikaciji. Kot vhodni signal 
smo uporabili rapamicin in abscizinsko kislino, vendar lahko sistem prilagodimo na 
katerikoli drug mehanizem z ligandom posredovane dimerizacije. Prav tako lahko 
repertoar štirih virusnih proteaz razširimo oziroma jih nadomestimo s proteazami, ki 
prepoznajo specifičen celični signal ali prisotnost patogenov. To smo pokazali z uporabo 
proteaze HIV-1 v logičnem vezju NIMPLY, kjer je prisotnost proteaze HIV-1 izhod 
logičnega vezja aktivirala, medtem ko je prisotnost druge proteaze ponazarjalo varnostno 
stikalo, ki logično vezje izklopi.    
 
V nedavni objavi so Gao in sodelavci
104
 prav tako predstavili proteinska celična vezja, 
imenovana CHOMP. Na podoben način so, z uporabo virusnih proteaz in proteinskih 
interakcij, v sesalskih celicah izvedli Boolove logične operacije. To je dodatni dokaz, da 
uporaba virusnih proteaz in proteinskih interakcij ponuja ustrezno rešitev za načrtovanje 
proteinskih logičnih vezij. V primeru, ki so ga predstavili Gao in sodelavci, so proteaze 
nadzorovale izpostavljenost degronov
104
, to so deli proteina, ki so pomembni za 
uravnavanje hitrosti razgradnje proteinov. Tako je aktivnost proteaz povzročila, da so se 
degroni izpostavili in tako usmerili protein v razgradnjo, oziroma je delovanje proteaz 
odcepilo degron in protein se je stabiliziral. Kljub temu, da je opisani sistem v določeni 
meri podoben našemu, pa velja izpostaviti vsaj dve pomembni razliki oziroma prednosti 
našega sistema proteinskih celičnih vezij. Prva razlika je vsekakor hitrost. Le z 
računalniško simulacijo so pokazali, da so logična vezja CHOMP hitrejša od regulacije 
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prepisovanja genov, vendar so vseeno intrinzično počasnejša od našega sistema. Druga 
pomembna prednost je univerzalnost sistema. Medtem ko je sistem CHOMP odvisen od 
razgradnje proteinov in s tem specifičnih endogenih celičnih procesov, naš sistem temelji 
zgolj na umetnih proteinskih interakcijah in ne potrebuje ali pri svojem delovanju 
neuporablja endogenih celičnih procesov. To smo pokazali tudi z izvedbo logične funkcije 
AND v različnih tipih celic, vključujoč celične linije mišjih fibroblastov NIH3T3, celice iz 
ovarijev kitajskega hrčka (CHO celice) ter mišje nevronske celice Neuro2a.  
 
Kot izhod signalne poti smo uporabili poročevalski protein luciferaza, vendar so proteinska 
logična vezja uporabna v številnih aplikacijah, ker lahko izberemo tudi drugačen izhodni 
signal. Pokazali smo, da so po hitrosti odziva logično načrtovana vezja zelo podobna 
naravnim signalnim potem. Iz tega vidika njihovo uporabnost vidimo predvsem v 
terapevtskih aplikacijah, kjer je potreben hiter odziv na spremembe v okolju, npr. v 
procesih, kot so koagulacijski kaskadi podoben odgovor na poškodbe, nadzorovano 
izločanje inzulina ob spremembah koncentracije glukoze v krvi ali zaznavanje in hiter 
odgovor na okužbe.  
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6 Sklepi 
V tem doktorskem delu smo načrtovali signalno pot v sesalskih celicah na osnovi 
proteinov od spodaj navzgor, pri čemer se je več signalov sposobnih vključiti v hiter 
celični odziv. Načrtovana signalna pot temelji na kombinaciji razcepljenih ortogonalnih 
proteaz ter na proteinskih interakcijah z obvitimi vijačnicami.    
 
Poleg že znane proteaze TEVp smo pripravili še tri proteaze in družine potivirusnih 
proteaz, v obliki neaktivnih razcepljenih fragmentov, ki se jim po inducirani dimerizaciji 
povrne aktivnost. Kot mediator signalne poti smo uporabili obvite vijačnice z 
avtoinhibitorno domeno, pri čemer smo poleg že znanih paralelnih parov obvitih vijačnic 
zasnovali še antiparalelne segmente in pokazali, da je njihova dimerizacija ortogonalna.  
 
Z uvedbo cepitvenih mest za proteaze v zanki med antiparalelnima dimeroma ter v 
povezovalnem segmentu med segmentom obvite vijačnice ter funkcionalno domeno, je 
dimerizacija obvitih vijačnic postala odvisna od proteolize, kar nam je omogočilo izvedbo 
vseh dvovhodnih Boolovih logičnih operacij v sesalskih celicah. Pokazali smo, da se celice 
s takšno signalno potjo specifično in nadzorovano odzovejo na zunanje signale že 15 minut 
po indukciji.  
 
S primerjavo hitrosti odziva proteinskih logičnih vezij ter uravnavanja prepisovanja genov, 
smo dokazali, da se logična vezja na osnovi proteinskih interakcij in modifikacij na signale 
v okolju odzovejo mnogo hitreje od celičnih vezij na osnovi prepisovanja genov.  
 
Z izvedbo proteaznega inverterja, dvojnega inverterja ter tristopenjske proteazne kaskade 
smo pokazali tudi modularnost in razširljivost signalne poti.  
 
Signalno pot smo prenesli tudi v druge celične linije in s tem dokazali univerzalnost 
sistema in neodvisnost signalne poti od endogenih celičnih procesov.  
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Priloga 1: Količine transfeciranih plazmidov za izvedbo različnih logičnih funkcij. Za 
normalizacijo transfekcije smo uporabili poročevalec luciferaza Renilla (10 ng). 
 
Vhodni plazmidi ng 
Poročevalski 
plazmidi 
ng  Induktorji 
Ortogonalnost proteaz. Slika 8C 
TEVp 70 
CycLuc_TEVs 100 
 
/ 
PPV 70 
SbMVp 70 
SuMMVp 70 
TEVp 70 
CycLuc_PPVs 100 
 
/ 
PPV 70 
SbMVp 70 
SuMMVp 70 
TEVp 70 
CycLuc_SbMVs 100 
 
/ 
PPV 70 
SbMVp 70 
SuMMVp 70 
TEVp 70 
CycLuc_SuMMVs 100 
 
/ 
PPV 70 
SbMVp 70 
SuMMVp 70 
Titracija razcepljenih proteaz. Slika 10A 
FRB-nTEVp  
FKBP-cTEVp 
0; 0 
CycLuc_TEVs 100 
 
Rapamicin 
10; 10 Rapamicin 
20; 20 Rapamicin 
40; 40 Rapamicin 
70, 70 Rapamicin 
70, 70 / 
TEVp 70 / 
FRB-nPPVp  
FKBP-cPPVp 
0; 0 
CycLuc_PPVs 100 
 
Rapamicin 
10; 10 Rapamicin 
20; 20 Rapamicin 
40; 40 Rapamicin 
70, 70 Rapamicin 
70, 70 / 
PPVp 70 / 
FRB-nSbMVp  
FKBP-cSbMVp 
0; 0 
CycLuc_SbMVs 100 
 
Rapamicin 
10; 10 Rapamicin 
20; 20 Rapamicin 
40; 40 Rapamicin 
70, 70 Rapamicin 
70, 70 / 
SbMVp 70 / 
FRB-nSuMMVp 
FKBP-cSuMMVp 
0; 0 
CycLuc_SuMMVs 100 
 
Rapamicin 
10; 10 Rapamicin 
20; 20 Rapamicin 
40; 40 Rapamicin 
70, 70 Rapamicin 
70, 70 / 
SuMMVp 70 / 
Optimizacija rekonstitucije razcepljenih proteaz. Slika 24 
ABI-cTEVp 
PYL1-nTEVp 
5 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_cLuc 
10 
10  
ABA 10 
20 
FRB-nTEVp 
FKBP-cTEVp 
50 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_cLuc 
10 
10  
Rapamicin 80 
110 
nLuc_TEVs_AP4 5    
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Priloga 2: Količine transfeciranih plazmidov za izvedbo različnih logičnih funkcij. Za 
normalizacijo transfekcije smo uporabili poročevalec luciferaza Renilla (10 ng). 
 
Vhodni plazmidi ng 
Poročevalski 
plazmidi 
ng  Induktorji 
Inverter. Slika 23 
FRB-nPPVp  
FKBP-cPPVp  
P4_PPVs_cTEVp  
P3_PPVs_nTEVp  
60 
60 
40 
40 
nLuc_TEVs_AP10 10 
P9_TEVs_cLuc 10 
10 
10  
/ 
FRB-nPPVp  
FKBP-cPPVp  
P4_PPVs_cTEVp  
P3_PPVs_nTEVp  
60 
60 
40 
40 
nLuc_TEVs_AP10 10 
P9_TEVs_cLuc 10 
10 
10  
Rapamicin 
P4_PPVs_cTEVp  
P3_PPVs_nTEVp  
40 
40 
nLuc_TEVs_AP10 10 
P9_TEVs_cLuc 10 
10 
10  
/ 
PPVp  
P4_PPVs_cTEVp  
P3_PPVs_nTEVp  
90 
40 
40 
nLuc_TEVs_AP10 10 
P9_TEVs_cLuc 10 
10 
10  
/ 
Dvojni inverter. Slika 24 
P9_SbMVs_nPPVp  
P10_SbMVs_cPPVp  
P4_PPVs_cTEVp  
P3_PPVs_nTEVp  
20 
20 
10 
10 
cycLuc_TEVs 70 
 
Rapamicin 
FRB-nSbMVp  
FKBP-cSbMVp  
P9_SbMVs_nPPVp  
P10_SbMVs_cPPVp  
P4_PPVs_cTEVp  
P3_PPVs_nTEVp  
55 
55 
20 
20 
10 
10 
cycLuc_TEVs 70 
 
/ 
FRB-nSbMVp  
FKBP-cSbMVp  
P9_SbMVs_nPPVp  
P10_SbMVs_cPPVp  
P4_PPVs_cTEVp  
P3_PPVs_nTEVp  
55 
55 
20 
20 
10 
10 
cycLuc_TEVs  70 
 
Rapamicin 
SbMVp 55 
cycLuc_TEVs 70 
  
P9_SbMVs_nPPVp 20   
P10_SbMVs_cPPVp 20   
P4_PPVs_cTEVp 10   
P3_PPVs_nTEVp 10   
Kaskada. Slika 22 
SbMVp  90 
cycLuc_TEVs 70 
 
 
AP4_SbMVs_P3_nTEVp 20  
P4_PPVs_cTEVp 5  
/  
cycLuc_TEVs 70 
  
AP4_SbMVs_P3_nTEVp 20   
P4_PPVs_cTEVp 5   
SbMVp 90 
cycLuc_TEVs 70 
  
cTEVp*_AP4_SbMVs_P3_nTEVp 20   
P4_PPVs_cTEVp 5   
/ 90 
cycLuc_TEVs 70 
  
cTEVp*_AP4_SbMVs_P3_nTEVp 20   
P4_PPVs_cTEVp 5   
TEVpH 100   
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Priloga 3: Količine transfeciranih plazmidov za izvedbo različnih logičnih funkcij. Za 
normalizacijo transfekcije smo uporabili poročevalec luciferaza Renilla (10 ng). 
 
Vhodni plazmidi ng Poročevalski plazmidi ng 
  
Ortogonalnost razcepljneih proteaz. Slika 10B 
FRB_nTEVp 
FKBP_cTEVp 
60 
60 
cycLuc_TEVs 90 
  
FRB_nPPVp 
FKBP_cPPVp 
60 
60 
  
FRB_nTEVp 
FKBP_cTEVp 
60 
60 
cycLuc_PPVs 90 
  
FRB_nPPVp 
FKBP_cPPVp 
60 
60 
  
Odziv funkcije AND pri različnih količinah proteaz. Slika 21 
pCMV_TEVp  
pCMV_PPVp 
0;10;25;50 
0; 10; 25; 50 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
AP4mS_PPVs_P3_cLu 
10 
10 
  
Avtoinhibitorna vloga obvitih vijačnih. Slika 15 
pCMV_TEVp 50 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_cLuc 
0; 2,5; 5; 10 
0; 2,5; 5; 10   
pCMV_TEVp 0 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_cLuc 
0; 2,5; 5; 10 
0; 2,5; 5; 10   
Ortogonalnost obvitih vijačnic. Slika 13A 
nLuc_AP4; 25; 50; 100 P3_cLuc 100 
  
nLuc_AP10; 100 P3_cLuc 100 
  
nLuc_AP10; 25; 50; 100 P9_cLuc 100 
  
nLuc_AP4; 100 P9_cLuc 100 
  
Koncentracijsko odvisna dimerizacija P3/AP4. Slika 13B 
P3cLuc 0; 25; 50; 100 nLucAP4 10; 25; 50 
  
P3_PPVs_cLuc 5   
Vhodni plazmidi ng Poročevalski plazmid ng 
 
Induktorji 
In situ kinetika aktivacije s proteolizo. Slika 27 
A 
ABI-cTEVp 
PYL1-nTEVp 
10 
10 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_cLuc 
10 
10  
ABA 
B 
     
FRB-nPPVp 
FKBP-cPPVp 
90 
90 
nLuc_AP4 
AP4mS_PPVs_P3_cLuc 
10 
10  
Rapamicin 
In situ aktivacija translacije. Slika 27 
dCAS9_ABI 
PYL_VPR 
25 
25 
pmin_fLuc 
sgRNA 
20 
25  
ABA 
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Priloga 4: Količine transfeciranih plazmidov za izvedbo različnih logičnih funkcij. Za 
normalizacijo transfekcije smo uporabili poročevalec luciferaza Renilla (10 ng). 
 
Logične funkcije. Slike 17-20 
SPOC-based logic functions. Figure 3. Supplementary Figure 9 A B  Vhodni plazmidi (ng) Plazmidi za logične funkcije (ng) 
 
A B Vhodni plazmidi (ng) Plazmidi za logične funkcije (ng)  
  
 A 
    
  A nimply B    
0 0  / / 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_cLuc 
10 
10  
0 0 /  
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_PPV_cLuc 
10 
10 
 
1 0  pCMV_TEVp 90 1 0 pCMV_TEVp 90  
0 1  pCMV_PPVp 90 0 1 pCMV_PPVp 20  
1 1  pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 90; 90 1 1 pCMV_TEVp, 
pCMV_PPVp 
90; 20  
  
 B 
    
  B nimply A    
0 0  / / 
nLuc_AP4_PPVs_P3mS 
P3_cLuc 
10 
10  
0 0 / / 
AP4mS_PPV_P3_cLuc 
nLuc_TEVs_AP4 
10 
10 
1 0  pCMV_TEVp 90 1 0 pCMV_TEVp 90 
0 1  pCMV_PPVp 90 0 1 pCMV_PPVp 20 
1 1  pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 90; 90 1 1 pCMV_TEVp, 
pCMV_PPVp 
90; 20 
  
 NOT A 
    
  NAND    
0 0  / / 
nLuc_TEVs_AP4 
P3_cLuc 
10 
10  
0 0 / / nLuc_AP10 
P9_PPVs_cLuc 
AP4mS_PPVs_P3_TEVs_cLuc 
nLuc-TEVs-AP4 
10 
10 
20 
20 
1 0  pCMV_TEVp 90 1 0 pCMV_TEVp 90 
0 1  pCMV_PPVp 20 0 1 pCMV_PPVp 90 
1 1  pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 90; 20 1 1 pCMV_TEVp, 
pCMV_PPVp 
90; 90 
  
 NOT B 
    
  XOR     
0 0  / / 
nLuc_AP4 
P3_PPV_cLuc 
10 
10  
0 0 / / nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_PPV_cLuc 
nLuc_AP10_PPV_P9mS 
P9_TEVs_cLuc 
10 
10 
10 
10 
1 0  pCMV_TEVp 90 1 0 pCMV_TEVp 90 
0 1  pCMV_PPVp 90 0 1 pCMV_PPVp 25 
1 1  pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 90; 90 1 1 pCMV_TEVp, 
pCMV_PPVp 
90; 25 
  
 AND 
    
  XNOR    
0 0  / / 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
AP4_PPV_P3_cLuc 
10 
10  
0 0 /  nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
AP4_PPV_P3_cLUc 
nLuc_PPV_AP10 
P9_TEVs_cLuc 
10 
10 
13 
13 
1 0  pCMV_TEVp 90 1 0 pCMV_TEVp 90 
0 1  pCMV_PPVp 90 0 1 pCMV_PPVp 90 
1 1  pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 90; 90 1 1 pCMV_TEVp, 
pCMV_PPVp 
90; 90 
  
 OR 
    
  A imply B    
0 0  / / 
nLuc_AP4_TEVs_PPVs_P3mS 
P3_cLuc 
10 
10  
0 0 / / nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
AP4_PPV_P3_cLuc 
nLuc_AP10 
P9_TEVs_cLuc 
10 
10 
10 
10 
1 0  pCMV_TEVp 
 
1 0 pCMV_TEVp 90 
0 1  pCMV_PPVp 
 
0 1 pCMV_PPVp 20 
1 1  pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 
 
1 1 pCMV_TEVp, 
pCMV_PPVp 
90; 20 
  
 NOR 
    
  B imply A    
0 0  / / 
nLuc_TEVs_AP4 
P3_PPV_cLuc 
10 
10  
0 0 /  nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
P3_cLuc 
nLuc_PPV_AP10 
P9_TEVs_cLuc 
10 
10 
20 
20 
1 0  pCMV_TEVp 90 1 0 pCMV_TEVp 90 
0 1  pCMV_PPVp 90 0 1 pCMV_PPVp 90 
1 1  pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 90; 90 1 1 pCMV_TEVp, 
pCMV_PPVp 
90; 90 
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Priloga 5: Količine transfeciranih plazmidov za izvedbo različnih logičnih funkcij. Za 
normalizacijo transfekcije smo uporabili poročevalec luciferaza Renilla (10 ng). 
 
  
Vhodni plazmidi ng  
 
Plazmidi za logične 
funkcije 
ng  
Reporter 
ng 
Logična funkcija NIMPLY s HIV-1 proteazo. Slika 29   
  
NIMPLY 
    
   
  
/ / 
80 
90 
80; 90 
 
cTEV*_AP4_HIVs_P3_nTEV 
P4mS_cTEV 
10 
5 
 cycLuc_TEVs 60   
pCMV_HIVp 
  
pCMV_PPVp 
  
pCMV_HIVp, pCMV_PPVp 
Logična funkcija AND v drugih celičnih linijah. Slika 28   
A B N2A ng 
  
ng    
0 0 / /  
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
AP4_PPV_P3_cLuc 
10 
10 
   
1 0 pCMV_TEVp 90     
0 1 pCMV_PPVp 90     
1 1 pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 90; 90     
  NIH3T3        
0 0 / / 
90 
90 
90; 90 
 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
AP4_PPV_P3_cLuc 
10 
10 
   
1 0 pCMV_TEVp 
0 1 pCMV_PPVp 
1 1 pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 
  
CHO 
    
   
0 0 / / 
90 
90 
90; 90 
 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
AP4_PPV_P3_cLuc 
10 
10 
   
1 0 pCMV_TEVp 
0 1 pCMV_PPVp 
1 1 pCMV_TEVp, pCMV_PPVp 
Inducibilne logične funkcije. Slika 26 
A B Induktorji Vhodni plazmidi ng Plazmidi za logične funkcije ng  
  
B 
    
 
0 0 / 
ABI_cTEVp; PYL1_nTEVp  
FRB_nPPVp; FKBP_cPPVp 
90; 90 
10; 10 
nLuc_AP4_PPVs_P3mS 
P3_cLuc 
10 
10 
 
1 0 ABA 
0 1 Rapamicin 
1 1 ABA, Rapamicin  
  
AND 
    
 
0 0 / 
ABI_cTEVp; PYL1_nTEVp  
FRB_nPPVp; FKBP_cPPVp 
90; 90 
10; 10 
nLuc_AP4_TEVs_P3mS 
AP4_PPV_P3_cLuc 
10 
10 
 
1 0 ABA 
0 1 Rapamicin 
1 1 ABA, Rapamicin  
  
OR 
    
 
0 0 / 
FRB_nTEVp; FKBP_cTEVp 
ABI_cPPVp; PYL1_nPPVp 
70; 70 
30; 30 
nLuc_AP4_TEVs_PPVs_P3mS 
P3_cLuc 
10 
10 
 
1 0 Rapamicin 
0 1 ABA 
1 1 Rapamicin; ABA 
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Priloga 6: Količine transfeciranih plazmidov za imunodetekcijo razcepljenega poročevalca 
ter razcepljenih proteaz z in brez dodatka induktorjev.  
 
Vhodni plazmidi ng Induktorji 
Imunodetekcija razcepljenega poročevalca. Slika 30 
nLUC_AP4_TEVs_P3mS 1000 
0 
ABA 
Rapamicin 
ABA+Rapamicin 
AP4ms_PPVs_P3_cLuc 1000 
0 
ABA 
Rapamicin 
ABA+Rapamicin 
pCDNA3 1000 
0 
ABA 
Rapamicin 
ABA+Rapamicin 
Imunodetekcija razcepljenih proteaz. Slika 31 
pcDNA3 1000 
0 
Rapamicin 
PYL1_nTEVp 1000 
0 
ABA 
ABI_cTEVp 1000 
0 
ABA 
PYL1_nPPVp 1000 
0 
ABA 
ABI1_cPPVp 1000 
0 
ABA 
pcDNA3 1000 
0 
ABA 
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Priloga 7: Izvirni znanstveni članek. 
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